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1 Zusammenfassung 
Polare Epithelzellen stellen die Voraussetzung für ein funktionierendes Organ, 
wie z.B die Niere, dar. Sie bilden ein Monolayer an der Organaußenseite, das 
als Barriere gegen die Umwelt fungiert aber auch als Austauschsystem mit der 
Umwelt dient. Die polarisierte Struktur einer Epithelzelle ist durch eine apikale 
und basolaterale Membrandomäne charakterisiert. Diese Domänen sind durch 
tight-junctions voneinander separiert und unterscheiden sich in ihrer Lipid- und 
Proteinzusammensetzung. Die Polarität der Zelle wird durch einen gerichteten 
Transport von Lipiden und Proteinen aufrechterhalten. Im apikalen 
Proteintransport existieren zwei Transportwege, die sich aufgrund der Affinität 
der darin transportierten Proteine zu lipid rafts in einen raft abhängigen und 
einen raft unabhängigen Transportweg untergliedern lassen. Die Trennung der 
Transportwege erfolgt in einem post-Golgi Kompartiment und beruht auf der 
Ausbildung hochmolekularer cluster, vermittelt durch den Sortierrezeptor 
Galectin-3. 
Galectin-3 ist ein Galactose bindendes Lectin und fungiert als apikale 
Sortierplattform für raft unabhängige Glykoproteine. Es ist nicht nur intrazellulär 
präsent, sondern wird auch über einen unkonventionellen Sekretionsweg in den 
Extrazellulärraum transportiert. Von dort kann es vermutlich erneut in die Zelle 
aufgenommen werden wobei der Endozytosemechanismus noch ungeklärt ist. 
In der vorliegenden Arbeit konnte zunächst mit Hilfe von biochemischen 
Analysen ein Rezyklierungsprozess von endozytiertem rekombinantem 
Galectin-3 beobachtet werden. Mit Hilfe von TGN-Exit Analysen und 
anschließender DRM-Isolation konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 60 min 
nach TGN-Block im Extrazellulärraum vorliegt und bei Wiederaufnahme in die 
Zelle mit lipid rafts assoziiert. Ergebnisse der hochauflösenden Mikroskopie und 
die Verwendung eines lipid raft Inhibitors bestätigen eine lipid raft abhängige 
Endozytose von Galectin-3. Desweiteren konnten Hinweise darauf gewonnen 
werden, dass die Bindung von Galectin-3 an Zuckerreste auf der Zelloberfläche 
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eine entscheidende Rolle bei der Internalisierung spielt. Zudem konnte gezeigt 
werden, dass die Assoziation mit lipid rafts und die Internalisierung des Lectins 
pH-abhängig erfolgen. 
Während seines Rezyklierungsprozesses passiert Galectin-3 mit seinen 
gebunden Liganden verschiedene endosomale Kompartimente mit 
unterschiedlichen pH-Werten. In der vorliegenden Arbeit konnten erste 
Hinweise auf den Einfluss des pH-Wertes während des apikalen 
Proteintransportes des Neurotrophinrezeptors p75 und des Glykoproteins gp80 
gesammelt werden. Zugleich konnten Anzeichen für eine pH-Abhängigkeit der 
durch Galectin-3 induzierten Bildung hochmolekularer cluster ermittelt werden. 
Neben seiner Funktion als apikaler Sortierrezeptor ist Galectin-3 an zahlreichen 
weiteren zellulären Prozessen wie der Regulierung des Zellzyklus, der Zell-Zell-
Adhäsion, der Apoptose und Angiogenese beteiligt. Aufgrund dieser Funktionen 
spielt es eine wichtige Rolle während der Tumorgenese in Nierenzellen. Unter 
Verwendung konfokaler Fluoreszenzmikroskopie von humanem Nierengewebe 
und klarzelligem Nierenzellkarzinomgewebe konnte Aufschluss über die 
Lokalisation von Galectin-3 sowie verschiedener apikaler und basolateraler 
Markerproteine gewonnen werden. Galectin-3 konnte im gesunden 
Nierengewebe in einzelnen Epithelzellen des distalen Tubulus und 
Sammelrohres lokalisiert werden. Im Tumorgewebe zeigt es eine diffusere 
Verteilung und ist vermehrt im Zellkern zu beobachten. Mit Hilfe biochemischer 
Analysen konnte festgestellt werden, dass die Expression des Lectins bei 75% 
der untersuchten Patienten im klarzelligem Nierenzellkarzinom im Vergleich 
zum normalen Gewebe ansteigt. Dieser Expressionsanstieg korreliert während 
der Tumordifferenzierung mit dem Rückgang der Expression des Zell-Zell-
Adhäsionmoleküls CEACAM1. Desweiteren konnten Interaktionspartner des 
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Summary 
Polar epithelial cells are the prerequisite for a functional organ like the kidney. 
They build a monolayer on the outer surface of the organ forming a barrier and 
exchange system between the organ and its environment. The polarized 
structure of epithelial cells is characterized by apical and basolateral plasma 
membrane domains. These two membrane domains are separated by tight 
junctions and differ in their lipid and protein composition. The polarity of the cell 
is maintained by a directional transport of lipids and proteins to their target 
membrane. In apical protein transport the sorting pathways can be subdivided 
by the affinity of the transported protein to lipid rafts into a lipid raft dependent 
or independent pathway. The separation of the transport routes takes place in a 
post-Golgi compartment, based on the formation of high molecular clusters 
mediated by the sorting receptor galectin-3. 
Galectin-3 is a galactose-binding lectin acting as an apical sorting platform for 
raft independent glycoproteins. It is not only present intracellularly but can also 
be transported via an unconventional secretory pathway into the extracellular 
space. Presumably it can be taken up from the extracellular space into the cell 
again, but the exact mechanism of endocytosis is still unclear. In the present 
study a recycling process of endocytosed recombinant human galectin-3 could 
be observed by biochemical analyses. By using TGN-Exit analyses followed by 
DRM-isolation it could be shown that galectin-3 is present in the extracellular 
space 60 min after TGN-block. During its resumption this lectin is obviously 
associated with lipid rafts. Results of high-resolution microscopy and the use of 
a lipid raft inhibitor confirmed a lipid raft dependent endocytosis of galectin-3. 
Furthermore the binding affinity of galectin-3 to sugar residues on the cell 
surface seems to play a pivotal role in internalization of the lectin. Additionally 
the association of galectin-3 with lipid rafts and the endocytosis occur in a pH-
dependent manner. During the recycling process galectin-3 and its ligands pass 
different endosomal compartments with varying pH. Furthermore in the present 
work, first indications for the influence of the pH during apical protein transport 
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of the p75 neurotrophin receptor and the glycoprotein gp80 could be collected. 
At the same time evidence of a pH dependent galectin-3 induced cluster 
formation was determined. 
Galectin-3 is involved in many cellular processes like cell cycle regulation, cell-
cell adhesion, apoptosis and angiogenesis. Due to these functions it is possible 
that this lectin participates in tumor progression in renal cells. Confocal 
fluorescence microscopy of human renal tissue and clear cell renal cell 
carcinoma tissue were used to obtain new insights in the localization of galectin-
3 as well as various apical and basolateral marker proteins. In normal kidney 
tissue galectin-3 can be observed in single epithelial cells in the distal tubules 
and collecting ducts while in tumor tissue the localization is diffuse and shifted 
into the cell Nukleus. The expression of galectin-3 increases in the tumor tissue 
compared to the normal kidney tissue in 75% of patients with clear cell renal cell 
carcinoma used in this study. This increase in protein expression during tumor 
differentiation correlates with the decrease in the expression of the cell-cell 
adhesion protein CEACAM1. Furthermore, some interaction partners of 
galectin-3 during tumor progression could be identified by using a galectin-3 
affinity column. 
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2 Einleitung 
2.1 Das Epithel 
Das Epithel stellt die äußerste Grenze zwischen dem Innern eines 
multizellulären Organismus und seiner Umwelt dar und sorgt für eine 
topologische und physiologische Abgrenzung einzelner Bereiche innerhalb 
eines Organismus. Epithelien bedecken nicht nur die äußere Körperoberfläche 
sondern kleiden auch Körperhöhlen aus. Sie bilden dabei den ersten Schutz 
gegen Eindringlinge, wie Bakterien, Pilze und Viren. Gleichzeitig halten sie 
durch ihre selektive Permeabilität die Körperhomöostase aufrecht. Sie sorgen 
z.B. für die Aufnahme von Nährstoffen (Darm), für den Transport von 
Flüssigkeiten und Abfallprodukten sowie für die Hormonproduktion (Niere, 
Pankreas). Je nach Lokalisation und Funktion bestehen Epithelien aus einer 
oder mehreren Schichten. Aufgrund ihrer Funktionalität besitzen Epithelzellen 
eine interne Polarität. Ihre Zellmembran wird in eine apikale (dem Lumen 
zugewandte) sowie eine basale und laterale (der Basalmembran bzw. 
benachbarten Zellen zugewandte) Domäne unterteilt. Die laterale und basale 
Domäne werden aufgrund ihrer ähnlichen Zusammensetzung meist zur 
basolateralen Domäne zusammengefasst (Lodish, 2008; Ross, 2007). Die 
apikale Oberfläche ist oft durch Mikrovilli vergrößert. Adhäsionsmoleküle wie die 
Desmosomen, Hemidesmosomen und die Zonula adherens spielen bei der 
Aufrechterhaltung der epithelialen Struktur eine entscheidende Rolle (Abb. 2.1). 
Sie bilden Membran-durchspannende Proteinkomplexe aus, die das Zytoskelett 
einer Epithelzelle mit Proteinkomplexen benachbarter Zellen verbindet und 
somit auch zur mechanischen Stabilität des Zellverbandes beitragen. Die 
Zonula adherens bildet dabei einen ringförmigen lateralen Komplex und die 
Desmosomen punktförmige Kontakte mit benachbarten Zellen, während die 
Hemidesmosomen mit Proteinen der Basallamina interagieren. Neben den 
adhäsiven Strukturen gibt es auch noch verschließende Strukturen wie die 
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tight-junctions (Zonula occludens). Neben der räumlichen Trennung der 
apikalen von der basolateralen Membrandomäne bilden sie auch eine 
Diffusionsbarriere und dichten den extrazellulären Spalt zwischen zwei Zellen 
ab. Dies wird überwiegend durch ein querverzweigtes Netzwerk von Occludin 
und Claudin erreicht (Lodish, 2008). Für den Austausch von kleineren 
Molekülen und Ionen zwischen benachbarten Zellen sind die gap junctions 
verantwortlich. Sie bestehen aus mehrfachen Kopien eines Connexin-Proteins, 
die sich zu einem Transmembrankanal zusammenlagern. 
 
 
Beide Membrandomänen unterscheiden sich in ihrer Protein- und 
Lipidzusammensetzung. Die apikale Membran zeichnet sich durch einen hohen 
Anteil an Cholesterol und Sphingolipiden aus, während die basolaterale 
Membran eine Anreicherung an Phosphatidylcholin aufweist (van Meer und 
Simons, 1988). Proteine, die mit sphingolipid- und cholesterinreichen 
Mikrodomänen, den lipid rafts, assoziieren, werden bevorzugt zur apikalen 
Zellmembran transportiert (Simons und Ikonen, 1997). Hierzu gehören z.B. 
Proteine, die über einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker mit lipid rafts 
assoziiert sind. Auch andere Proteine zeigen anhand ihrer Verteilung die 
funktionelle Unterteilung der Membrandomänen. Proteine, die der Zelladhäsion 
  
 
Abb. 2.1 Aufbau einer Epithelzelle 
Mv, Mikrovilli; TJ, tight junction; AJ, Adherens junction; DS, Desmosomen 
Elektronenmikroskopische Aufnahme (Tsukita et al., 2001) 
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dienen, wie z.B. E-Cadherin oder β-Catenin, sind ausschließlich an der 
basolateralen Membran lokalisiert (Lock und Stow, 2005). Dagegen befinden 
sich z.B. die Verdauungsenzyme Saccharase-Isomaltase (SI) und die Lactase-
Phlorizin-Hydrolase (LPH) in Enterozyten, sowie Aquaporin-2 in den 
Hauptzellen der renalen Sammelrohre ausschließlich in der apikalen 
Zellmembran (Bedford et al., 2003; Hauri et al., 1985). Die Aufrechterhaltung 
der Polarität von Epithelzellen ist im Hinblick auf ihre zahlreichen Funktionen 
von essentieller Bedeutung und wird durch den polarisierten Transport 
innerhalb dieser Zellen aufrecht erhalten (siehe 2.3 Polarisierter 
Proteintransport). 
 
2.2 Das primäre Zilium 
Das primäre Zilium ist ein auf Mikrotubuli basierender, stabartiger, nicht-motiler 
Fortsatz auf der apikalen Oberfläche polarisierter Epithelzellen. Diese Form der 
Monozilien kommt z.B. in den Epithelzellen der Tubuli in der Niere, des 
Gallengangs und des Pankreas vor. Hier fungiert es als Mechanosensor und 
kontrolliert die Komposition von Flüssigkeiten und deren Flussgeschwindigkeit 
(Fliegauf et al., 2007). Durch die von den Flüssigkeitsströmen ausgelösten 
Scherkräfte wird das primäre Zilium gebeugt und die Information wird über 
Hedgehog- und Wnt-Signalkaskaden in intrazelluläre Signale umgewandelt und 
weitergeleitet (Rohatgi et al., 2007). Neben der sensorischen Funktion spielen 
sie auch eine entscheidende Rolle in der Zellpolarisation, wie bereits anhand 
von MDCK-Zellen gezeigt werden konnte (Bacallao et al., 1989). Das primäre 
Zilium bildet sich während der Interphase des Zellzyklus. Dabei wird das 
Mikrotubulinetzwerk reorganisiert. Das MTOC wandert zum apikalen Zellkortex 
und bildet als sog. Basalkörperchen eine etwa 250 nm breite Basis für das 
Zilium (Bacallao et al., 1989; Singla und Reiter, 2006). Im Innern des 
Basalkörperchens befindet sich die Zentriole, von der aus die Nukleation des 
Axonems, der strukturellen Kerneinheit des Ziliums, ausgeht. Da innerhalb des 
primären Ziliums keine Proteinneusynthese stattfindet, benötigt der Aufbau des 
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primären Ziliums einen bidirektionalen intraflagellaren Transport (IFT) von 
Proteinen, bei dem Motorproteine der Kinesin-2 Familie beteiligt sind 
(Rosenbaum und Witman, 2002). Das primäre Zilium ist eine komplexe 
Struktur, die aus mehr als 650 Proteinen bestehen kann. Am Grundgerüst des 
Basalkörperchens, bestehend aus neun Mikrotubuli (9+0), sind verschiedene 
Centrine angesiedelt. Sie sind essentielle Bestandteile des Basalkörperchens 
und gehören zur Calmodulin-Familie. Sie besitzen ein EF-Handmotiv, mit dem 
sie Ca2+ binden können. Durch die Ca2+-Bindung wird eine 
Konformationsänderung induziert, die die Interaktion von Centrin mit anderen 
Proteinen reguliert (Salisbury, 2007). Zu den Interaktionspartnern zählen z.B. 
Tubulin und Galectin-3 (Koch et al., 2010). Es existieren vier verschiedene 
Centrine im humanen Organismus. Centrin-2 und -3 werden ubiquitär exprimiert 
und reichern sich in centriolären und pericentriolären Bereichen bzw. am 
Basalkörper an (Laoukili et al., 2000). Weitere Vertreter sind Centrin-1, welches 
nur in Keimzellen und der Retina vorkommt und Centrin-4, das nur in 
vollständig ausdifferenzierten Zellen exprimiert wird (Salisbury, 2007). 
Diverse Krankheiten wie z.B. die Degeneration der Retina, polyzystische 
Nierenerkrankung, Hydrozephalus und Bardet-Biedl-Syndrom (BBS) belegen 
die Bedeutung des primären Ziliums als essentielle Struktur der Zelle. 
Störungen der Ziliogenese und der Funktion des primären Ziliums bilden die 
Grundlage dieser Erkrankung (Fliegauf et al., 2007; Nauli und Zhou, 2004). 
 
2.3 Polarisierter Proteintransport 
2.3.1 Sortierprozesse 
Voraussetzung zur Aufrechterhaltung der zellulären Polarität ist ein gerichteter 
Transport von Lipiden und Proteinen zur apikalen bzw. basolateralen Domäne. 
Dieser Prozess basiert auf Sortiermotiven, die in der Struktur oder 
Aminosäuresequenz des jeweiligen Proteins codiert sind (Mellman und Nelson, 
2008; Weisz und Rodriguez-Boulan, 2009). Im Fall des basolateralen 
Proteintransports befinden sich die Sortiersignale im zytoplasmatischen Bereich 
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des Proteins und bestehen aus kurzen Aminosäure-Sequenzen, die auf Di-
Leucin (LL) oder Tyrosin-Motiven basieren wie NPXY oder YXXΦ (Tyrosin, zwei 
beliebige Aminosäuren, eine große hydrophobische Aminosäure) (Duffield et 
al., 2008; Rodriguez-Boulan et al., 2005). Manchmal reicht auch ein einziges 
Leucin als Sortiermotiv aus (Wehrle-Haller und Imhof, 2001). Basolaterale 
Sortiersignale weisen eine starke Ähnlichkeit zu Endozytosesignalen auf. Beide 
Motive werden durch Adapterproteinkomplexe, die an der Bildung von clathrin 
coated pits (CCP) beteiligt sind, erkannt. Dabei binden Proteine mit Tyrosin-
Motiven bevorzugt an die γ1-Untereinheit und Dileucin-Motive bevorzugt an die 
β1-Untereinheit des AP1-Komplexes (Delacour und Jacob, 2006). Zudem 
konnte in AP1B-freie Zellen, gezeigt werden, dass durch Einführung des 
Adapterkomplex AP1B der Transport des LDL- und Transferrinrezeptors, der in 
diesen Zellen irrtümlicherweise zur apikalen Membran erfolgte, wieder zur 
basolateralen Membran korrigiert werden konnte (Folsch et al., 1999). 
Im Vergleich zum basolateralen Proteintransport sind die Sortiersignale für den 
apikalen Transport vielfältiger und sind noch unzureichend erforscht. Neben 
zytoplasmatischen Signalen existieren auch Motive im Transmembran- oder 
extrazellulären Bereich des Proteins (Schuck und Simons, 2004; Weisz und 
Rodriguez-Boulan, 2009). Bisher bekannte Sortiersignale sind 
posttranslationale N- und O-Glykosylierungen oder ein Glykosylphosphatidyl-
Inositol-Anker (GPI-Anker) (Vagin et al., 2009). Diese Signale lassen eine 
Differenzierung des apikalen Sortierwegs in zwei weitere Routen zu, den lipid 
raft abhängigen und den lipid raft unabhängigen Sortierweg (Jacob et al., 
2003). Dabei sind Überschneidungen in diesen beiden Routen nicht 
ausgeschlossen, da ein Sortiersignal nicht zwangsläufig einem Weg unterliegt. 
Lipid rafts sind Membranmikrodomänen und kommen in Epithelzellen meist in 
der apikalen Membran vor (siehe auch 2.3.2 Lipid Mikrodomänen). Sie 
zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Cholesterol, Sphingolipiden und 
ihrer Unlöslichkeit in nicht-ionischen Detergenzien bei geringen Temperaturen 
aus. Einige Proteine erhalten im ER einen GPI-Anker, der sie in der Membran 
verankert und zur Assoziation mit lipid rafts führt (Brown und Rose, 1992). 
Diese Assoziation der Cargo-Proteine mit den Membranmikrodomänen findet 
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bereits im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) statt (Simons und Ikonen, 1997) und die 
Länge der Transmembrandomäne spielt dabei eine wichtige Rolle (Nezil und 
Bloom, 1992). Neben der Modifikation mit GPI-Ankern, bewirken auch 
intrinsische Signale die Assoziation von Proteinen mit lipid rafts (siehe 2.3.2 
Lipid-Mikrodomänen). Die Assoziation mit lipid rafts ist kein allein 
ausschlaggebendes apikales Sortiersignal. Zum einen existieren auch GPI-
verankerte Proteine in der basolateralen Membran, wie am Beispiel des GPI-
verankerten Prionenproteins PrpC in MDCK Zellen gezeigt werden konnte 
(Sarnataro et al., 2002). Zum anderen belegen Untersuchungen eine Sortierung 
von nicht raft Proteinen wie der LPH oder des Neurotrophinrezeptors p75NTR zur 
apikalen Membran (Delacour et al., 2006; Delacour und Jacob, 2006). Neben 
der Art des Sortiersignals und der Assoziation zu lipid rafts spielt der 
Transportmechanismus eine entscheidende Rolle. Dabei konnten in den letzten 
Jahren Hinweise auf die Abhängigkeit des apikalen Transports von der 
Ausbildung hoch-molekularer cluster gesammelt werden. Erst der 
Zusammenschluss GPI-verankerter Proteine und die Stabilisation hoch-
molekularen lipid raft cluster führen zum apikalen Transport dieser Proteine 
(Paladino et al., 2006; Paladino et al., 2004). Bei der Oligomerisierung dieser 
lipid raft assoziierten Proteinen zu hochmolekularen Komplexen sind u.a. 
Lectine beteiligt. Galectin-4 konnte bereits als potentieller Kandidat im apikalen 
Transport von lipid raft abhängigen Proteinen identifiziert werden und eine 
Depletion dieses Lectins in Enterozyten verhindert die Bildung von lipid raft 
clustern (Delacour et al., 2005). Galectin-3 fungiert stattdessen als apikaler 
Sortierrezeptor für nicht raft assoziierte Glykoproteine wie der LPH, p75NTR und 
gp114. Ein knock down von Galectin-3 in MDCK Zellen oder Maus-Enterozyten 
führt zur Fehlsortierung dieser raft unabhängigen Proteine zur basolateralen 
Membran und zur verminderten Komplexbildung (Delacour et al., 2006; 
Delacour et al., 2007; Delacour et al., 2008). 
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Sowohl im lipid raft abhängigen als auch im lipid raft unabhängigen 
Sortierprozess spielt die Kreuzvernetzung der Cargoproteine eine 
entscheidende Rolle. Im ersten Fall ist Galectin-4 für die Verbindung von 
Glykoproteinen mit Glykosphingolipiden verantwortlich, während im zweiten 
Weg Galectin-3 durch die Kreuzvernetzung der Glykoproteine mit sich selbst 
eine apikale Sortierplattform schafft (Abb. 2.2).Die apikale Sortierung von nicht 
raft assoziierten Proteinen mit Hilfe von Galectin-3 beruht auf der Bindung von 
Galectin-3 an glykosylierte Aminosäuren dieser Proteine. (Breuza et al., 2002). 
Dabei bewirkt Galectin-3 über die Bindung der Glykane durch seine CRD eine 
Quervernetzung der selben und induziert eine Membrankrümmung die 
letztendlich in der Abschnürung eines Vesikels endet (Delacour et al., 2007; 
Delacour et al., 2009). Die Beteiligung diverser Mantelproteine oder Dynamin-
ähnlicher Proteine, wie es beim basolateralen Transport der Fall ist, ist noch 
 
Abb. 2.2 Modell zur apikalen Sortierung lipid raft abhängiger und lipid raft unabhängiger 
Proteine 
Galectin-3 bindet im Endosom nicht raft assoziierte Glykoproteine. Durch seine 
Multimerisierung bilden sich hochmolekulare cluster, die zur apikalen Membran transportiert 
werden. Galectin-4 bindet an Sulfatide (Glykosphingolipide) und stabilisiert dadurch lipid rafts. 
Durch die zusätzliche Bindung an lipid raft abhängige Glykoproteine werden auch hier 
Komplexe gebildet und zur apikalen Membran transportiert. (Delacour et al., 2009) 
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nicht geklärt. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Dynamin-2 an der 
Vesikelabschnürung von p75NTR aus dem TGN beteiligt ist (Kreitzer et al., 
2000). 
Bei der posttranslationalen Modifikation von Proteinen durch Zuckerketten 
unterscheidet man zwischen N- und O-Glykosylierungen, abhängig ob, die 
Kohlenhydratgruppe über die freie Säureamidgruppe eines Asparaginrestes (N-
Glykosylierung) oder die Hydroxygruppe eines Serin- oder Threoninrestes (O-
Glykosylierung) gebunden ist. Diese Glykosylierungen spielen im apikalen 
Proteintransport eine entscheidende Rolle. In mutierten MDCK-Zellen, die sich 
in ihrem Glykosylierungsmuster unterscheiden, kommt es zur Fehlsortierung 
apikaler Glykoproteine (Le Bivic et al., 1993; Parczyk und Koch-Brandt, 1991) 
und die Deletion der stark O-glykosylierten Stabregion von p75NTR führt zu einer 
basolateralen Fehlsortierung des normalerweise apikal lokalisierten Rezeptores 
(Yeaman et al., 1997). Einige N-glykosylierte Proteine werden allerdings auch 
zur basolateralen Membran transportiert, was darauf hindeutet, dass 
basolaterale Sortiersignale dominant gegenüber apikalen sind (Jacob et al., 
1999; Simons und Ikonen, 1997). 
Damit alle Proteine an ihren Bestimmungsort gelangen, gibt es verschiedene 
Transportwege innerhalb der Zelle (Abb. 2.3). Basolaterale Proteine werden 
bereits im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) durch einen Clathrin-abhängigen 
Mechanismus unter Beteiligung von Adapterproteinkomplexen von apikalen 
Proteinen getrennt (Deborde et al., 2008; Gonzalez und Rodriguez-Boulan, 
2009). Andere Sortierprozesse, wie die apikale Proteinsortierung, finden in 
einer Vielzahl von Endosomen statt und können auf unterschiedlichste Weise 
erfolgen. Wie anhand einiger Untersuchungen des Transportes von GPI-
verankerten green fluorescent protein (GFP) Varianten beobachtet werden 
konnte, erfolgt der einfachste Weg vom TGN direkt zur apikalen Membran (Hua 
et al., 2006; Keller et al., 2001). 
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Ein weiterer Weg vollzieht sich über Transzytose. Beispielsweise konnte in 
Hepatozyten festgestellt werden, dass einige apikal sezernierte Proteine zuerst 
zur basolateralen Membran transportiert werden bevor sie den apikalen 
Transportweg einschlagen (Bastaki et al., 2002). Ebenfalls in MDCK-Zellen 
konnte auch für den IgA-Rezeptor eine apikale Sortierung nach Transzytose 
beobachtet werden (Mostov, 1994). Der dritte Weg der apikalen Sortierung 
erfolgt vom TGN über die endosomale Kompartimente, wie dem gemeinsamen 
Recycling Endosom (common recycling endosome (CRE)) und dem apikalen 
Recycling Endosom (ARE). Cramm-Behrens und Kollegen konnten bereits 
zeigen, dass die apikalen Proteine LPH und SI auf ihrem Weg zur 
Zytoplasmamembran Rab-4, Rab-8 und Rab-11 positive endosomale 
Kompartimente durchlaufen (Cramm-Behrens et al., 2008). In weiteren 
 
Abb. 2.3 Transportwege in polaren Zellen (vereinfachte Darstellung) 
Apikale Proteine werden entweder vom TGN direkt zur apikalen Membran transportiert (1), 
gelangen über Transzytose zur apikalen Membran (2) oder passieren endosomale 
Kompartimente auf ihrem Weg (3). In den endosomalen Kompartimenten erfolgt auch die lipid 
raft abhängige und -unabhängige Sortierung der Cargoproteine. AEE, apikales frühes Endosom 
(apical early endosome); ARE, apikales Recycling Endosom (apical recycling endosome); CRE, 
gemeinsames Recycling Endosom (common recycling endosome); BEE, basolaterales frühes 
Endosom (basolateral early endosome); TGN, Trans-Golgi-Netzwerk; z.o., Zonula occludens.  
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Untersuchungen zu beiden Proteinen konnte festgestellt werden, dass nach 
Verlassen des TGN eine Trennung der lipid raft abhängigen SI von der raft 
unabhängigen LPH in unterschiedliche Vesikel erfolgt (Jacob und Naim, 2001). 
Bei diesem Post-Golgi-Kompartiment handelt es sich vermutlich um das ARE 
oder das CRE (Delacour et al., 2006; Weisz und Rodriguez-Boulan, 2009). 
 
2.3.2 Lipid-Mikrodomänen 
Lipid-Mikrodomänen oder auch lipid rafts sind Membranmikrodomänen, in 
denen Cholesterol, Sphingolipide und Glykolipide angereichert sind (Simons 
und Ikonen, 1997). Sie tauchen hauptsächlich in der Plasmamembran auf, 
können aber auch in der Membran des Golgi-Apparats vorkommen. In der 
Literatur schwanken die Angaben über ihre Größe. Je nach Detektionsmethode 
finden sich Werte zwischen 10 - 200 nm (Jacobson et al., 2007; Owen et al., 
2012; Simons und Ikonen, 1997). Methoden wie z.B. FRET (Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer) und single particle tracking erlauben exaktere 
Messungen und weisen auf einen Durchmesser von 60 - 70 nm hin (Pralle et 
al., 2000). Lipid-Mikrodomänen zeichnen sich durch eine sogenannte liquid-
ordered phase aus, die neben dem hohen Anteil an Cholesterol und 
Sphingolipiden durch dicht gepackte Fettsäuren, eine hohe Schmelztemperatur 
und einer guten lateralen Mobilität der Lipide gekennzeichnet ist. Sie sind 
außerdem durch ihre Unlöslichkeit in nicht-ionischen Detergenzien, wie Triton-X 
100, bei 4 °C charakterisiert. Deshalb werden sie auch als Detergenz-resistente 
Mikrodomänen (DRMs) bezeichnet. Die Isolation von DRMs erfolgt anhand 
einer Dichtegradientenzentrifugation, d.h. eines Saccharose oder 
Nycodenzgradienten (Fiedler et al., 1993; Yu et al., 1973). Es wird postuliert, 
dass lipid rafts beim apikalen Proteintransport eine Rolle spielen indem sie 
stabile Sortierplattformen (cluster) bilden. Dabei kommt es im medialen Golgi 
zur Zusammenlagerung von vielen kleinen raft Domänen. Proteine und Lipide, 
die eine hohe Affinität zu den Lipid-Mikrodomänen aufweisen oligomerisieren 
mit Hilfe von Lectinen und Annexin-ähnlichen Proteinen und initiieren somit die 
Bildung von lipid raft Komplexen (Fullekrug und Simons, 2004; Schuck und 
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Simons, 2004). Das an Sulfatide bindende Galectin-4 konnte bereits als 
Komponente des apikalen lipid raft abhängigen Proteintransportes identifiziert 
werden (Delacour et al., 2009). Interessanterweise kann die Komplexbildung 
auf unterschiedliche Art und Weise initiiert werden. Z.B. wird in T-Zellen die 
Komplexbildung erst durch die Interaktion des T-Zellrezeptors mit einem MHC-
gebundenen Peptid auf einer Antigen-präsentierenden Zelle initiiert (Harder und 
Engelhardt, 2004). Zu den in lipid rafts angereicherten Proteinen gehören z.B. 
GPI-verankerte Proteine. Sie werden im Golgi-Apparat durch Erhalt ihres 
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Anker in die Lipid-Mikrodomänen 
eingelagert. Dies konnte bereits in MDCK Zellen bestätigt werden (Lisanti et al., 
1989a; Lisanti et al., 1989b). Neben den GPI-verankerten Proteinen sind auch 
bestimmte Transmembranproteine, wie die apikale sortierte Saccharase-
Isomaltase (SI) und die Influenzaproteine Hämagglutinin (HA) oder 
Neuraminidase (NA) mit lipid rafts assoziiert (Alfalah et al., 1999; Jacob et al., 
2000; Simons und Ikonen, 1997). Von letzteren ist bekannt, dass der 
Transmembranbereich für die Assoziation mit den Mikrodomänen und damit für 
den Transport zur apikalen Zellmembran verantwortlich ist (Kundu et al., 1996; 
Lin et al., 1998). Weitere Membranproteine der lipid rafts sind Caveolin und 
Flotillin, die an unterschiedlichen Endozytoseprozessen sind (siehe 2.3.3 
Endozytose und endosomale Kompartimente). Neben ihrer Rolle im 
intrazellulären Proteintransport und der Endozytose, spielen sie auch eine Rolle 
in der Signalweiterleitung. In hämatopoetischen Zellen sind einige Rezeptoren 
wie z.B. der FcɛRI, der auf der Zelloberfläche von basophilen Granulozyten, mit 
lipid rafts assoziiert. Die Bindung von IgE an diesen Rezeptor setzt eine 
intrazelluläre Signalkaskade in Gang. Auch bei der Pathogenese diverser 
Krankheiten sind DRMs beteiligt. Sie dienen beispielsweise Shigatoxinen, 
Prionen und Choleratoxin als Eintrittspforte in die Wirtszelle (Brown und 
London, 1998). 
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2.3.3 Endozytose und endosomale Kompartimente 
Als Endozytose bezeichnet man die Aufnahme von Substanzen aus dem 
Extrazellulärraum in die Zelle. Dies geschieht unter Entstehung von Vesikeln 
durch Einstülpung und Abschnürung der Zellmembran. In Abhängigkeit vom 
vorliegenden Mechanismus unterscheidet man die Clathrin-abhängige 
Endozytose von der lipid raft-abhängigen Endozytose (Abb.2.4). Im 
erstgenannten Fall wird die Membraneinstülpung von einem Netzwerk aus 
Clathrinmolekülen ummantelt, worauf sich unter Mitwirkung von 
Adapterproteinen sog. clathrin-coated pits (CCP) bilden. Die Clathrin-abhängige 
Endozytose ist nicht mit lipid rafts assoziiert. Bekannte Beispiele sind die 
Aufnahme des Transferrin-Rezeptors (Tfn-R) oder des LDL (low density 
lipoprotein)-Rezeptors. Die lipid raft-abhängige Endozytose beinhaltet die 
Caveolae-abhängige Endozytose, die ähnlich wie die Ausbildung von CCP´s 
von Mantelproteinen ausgeht. In diesem Fall aber befinden sich die 
Mantelproteine (Caveolin sowie Flotillin-1 und -2) in lipid raft Domänen auf der 
Zellmembran. Da beide Proteine nicht gleichzeitig in der Membran vorkommen, 
kann die Caveolae-abhängige Endozytose in zwei weitere Kategorien unterteilt 
werden (Glebov et al., 2006; Hansen und Nichols, 2009). So werden z.B. GPI-
verankerte Proteine über den Caveolin-abhängigen Weg aufgenommen, 
während das Simian Virus 40 über den Flotillin-abhängigen Mechanismus 
endozytiert wird (Damm et al., 2005). Sowohl bei der Clathrin-abhängigen als 
auch bei der Caveolae-abhängigen Endozytose ist für die Abknospung der 
Vesikel Dynamin notwendig. Beide Endozytosemechanismen können durch 
bestimmte Chemikalien gehemmt werden. Beispielsweise hemmt 
Chlorpromazin die Clathrin-abhängige Endozytose während Filipin als Inhibitor 
der Caveolae-abhängigen Endozytose wirkt. (Ivanov, 2008). 
Nach der Aufnahme des Materials und erfolgreicher Vesikelabschnürung 
gelangen die Cargoproteine als erstes in das frühe Endosom, dass durch die 
Markerproteine EEA1 und Rab4 gekennzeichnet ist (Duffield et al., 2008). Von 
hier aus können die Proteine nun über das späte Endosom zur Degradation in 
das Lysosom gelangen oder werden wieder zur Plasmamembran zurück 
transportiert. Dies kann zum einen über das apikale, Rab11 positive Recycling-
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Endosom geschehen oder die Proteine passieren erst das sogenannte common 
recycling endosome (CRE, nicht dargestellt) und gelangen dann über das 
apikale Recycling-Endosom zur Zellmembran zurück (Perret et al., 2005).  
 
 
Abb. 2.4 Endozytosemechanismen und endosomale Kompartimente 
Es gibt zwei verschiedene Arten von Endozytose. Bei der Clathrin-abhängigen Aufnahme bildet 
das Mantelprotein Clathrin eine käfigartige Struktur an der Zellmembran und das Protein wird 
über sogenannte clathrin-coated pits (CCP) aufgenommen. Beim lipid raft-abhängigen 
Aufnahmemechanismus erfolgen Zytoplasmaeinstülpungen in lipid raft Domänen (rot), die 
Caveolin oder Flotillin beinhalten. Für die Abknospungen von der Zellmembran ist in beiden 
Fällen Dynamin verantwortlich. Die aufgenommenen Proteine gelangen in das frühe Endosom. 
Von dort können sie entweder zur Degradation über das späte Endosom in das Lysosom 
gelangen, oder es findet mit Hilfe des apikalen Recycling-Endosoms ein Rezierkulieren zur 
Zytoplasmamembran statt. Die einzelnen endosomalen Kompartimente können anhand 
charakteristischer Markerprotein, wie z.B. Rab4, 7, 9 und 11, identifiziert werden. 
 
Endosomale Kompartimente spielen ebenfalls eine Rolle in Sortierprozessen 
auf dem Weg vom TGN zur apikalen Plasmamembran und im Recycling von 
Proteinen (Ang et al., 2004; Rodriguez-Boulan et al., 2005). Von den apikalen 
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Markerproteinen LPH und SI ist bekannt, dass sie Rab4, Rab8 und Rab11 
positive Kompartimente auf ihrem Weg zur apikalen Zellmembran durchlaufen 
(Cramm-Behrens et al., 2008). Die endosomalen Kompartimente unterscheiden 
sich nicht nur anhand ihrer Markerproteine, sondern auch durch ihren pH-Wert. 
Dieser übt einen entscheidenden Einfluss auf die Endozytose und den 
Proteintransport von Proteinen aus, die diese Kompartimente passieren. 
Während an der Plasmamembran ein i.d.R. neutraler pH von 7,3 - 7,4 herrscht, 
besitzen die Endosomen einen leicht sauren pH, das frühe Endosom einen pH-
Wert von 6,2 - 6,3, das späte Endosom von ~ 5,5 und das Recycling-Endosom 
von 6,4 - 6,5 (Casey et al., 2010; Yamashiro und Maxfield, 1987). 
 
2.4 Galectin-3 
2.4.1 Die Familie der Galectine 
Galectine gehören zur Familie der Lectine und zeichnen sich durch ihre hohe 
Affinität zu β-Galaktosiden und den Besitz einer konservierten 
Kohlenhydraterkennungsdomäne, der carbohydrate recognition domain (CRD), 
aus (Barondes et al., 1994). Bisher existieren 15 bekannte Galectine in 
Säugetieren, die sich anhand ihrer Anzahl und Organisation der CRD in drei 
Gruppen einteilen lassen (Abb. 2.5). Der Galectin-Prototyp besitzt nur eine CRD 
und eine kurze N-terminalen Domäne (Abb. 2.5 A). Vertreter dieser Gruppe sind 
in der Lage Dimere zu bilden und können somit Proteine kreuzvernetzen. Der 
Tandem Repeat Typ besteht aus zwei CRDs mit leicht unterschiedlichen 
Bindungsspezifitäten, die über ein Linker-Peptid miteinander verbunden sind 
(Abb. 2.5 C). Der chimäre Typ zeichnet sich durch eine CRD aus, die über eine 
prolin- und glycinreiche Domäne mit einem N-Terminalen Schwanz, der u.a. der 
Multimerisierung dient, verknüpft ist (Abb. 2.5 B). Der einzige Vertreter dieser 
Gruppe ist Galectin-3 (Yang et al., 2008). 
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2.4.2 Galectin-3 
Galectin-3 ist ca. 30 kDa groß und wurde ursprünglich als Oberflächenantigen 
Mac-2 auf Maus-Makrophagen identifiziert (Ho und Springer, 1982). Die C-
terminale CRD, mit der es galactosehaltige Glykane binden kann, besteht aus 
einer β-Sandwichkonfiguration (Hughes, 2001). Elf β-Stränge lagern sich in 
zwei β-Faltblättern zusammen. Die Zuckerbindungstasche besitzt fünf 
Bindungsstellen, die in A - E unterteilt werden, wobei die Bindungsstelle C die 
entscheidende β-Galactosid-Bindestelle ist (Leffler et al., 2004). Die Bindung 
des Liganden erfolgt durch Wasserstoff-Brücken-Bindungen mit den in der 
Bindungstasche befindlichen Aminosäuren His158, Asn160, Arg162, Asn174, 
Trp181, Glu184 (Diehl et al., 2009; Saraboji et al., 2012; Seetharaman et al., 
1998). 
 
Abb. 2.5 Mitglieder der Galectin-Familie 
Galectine lassen sich abhängig von ihrem Aufbau in drei Gruppen unterteilen. (A) Der Prototyp 
besitzt eine CRD und existiert häufig als Dimer. (B) Galectin-3 ist der einzige Vertreter des 
chimären Typs und zeichnet sich durch den Besitz einer CRD verbunden mit einer N-terminalen 
Multimerisierungsdomäne aus. Bei der Ligandenbindung kommt es oft zur Pentamerbildung. (C) 
Tandem-Repeat Typen der Galectine besitzen zwei CRDs über die sie ein Netzwerk mit 
Liganden bilden können (modifiziert nach (Yang et al., 2008)). 




S e i t e  | 27 
Neben seiner CRD besitzt Galectin-3 eine 110 - 130 Aminosäuren lange N-
terminale Domäne, die nicht an der Bindung von Kohlenhydraten beteiligt ist, 
aber für die Multimerisation und den Transport des Lectins eine entscheidende 
Rolle spielt (Mehul et al., 1994; Menon und Hughes, 1999). Mittlerweile sind 
zwei Mechanismen zur Multimerisierung von Galectin-3 bekannt. Die 
Komplexbildung kann sowohl N- als auch C-terminal vermittelt sein. Bei der N-
terminalen Oligomerisierung bilden sich Lectin-Pentamere, bei denen die CRD 
zugänglich bleibt, während bei der C-terminalen Oligomerisierung sich die 
Lectine über ihre CRD aneinanderlagern (Ahmad et al., 2004; Lepur et al., 
2012b). Diese sogenannten Galectin-3-cluster stellen eine wichtige 
Voraussetzung in der apikalen Sortierung von nicht-raft assoziierten Proteinen 
dar. Dies konnte mittels Untersuchungen zur Sortierung der apikalen Proteine 
p75NTR, LPH und gp114 gezeigt werden (Delacour et al., 2006; Delacour et al., 
2007). Diese Komplexbildung konnte in apikalen Transportvesikeln mit lipid raft 
assoziierten Proteinen nicht nachgewiesen werden. Neben seiner Aufgabe als 
apikaler Sortierrezeptor ist Galectin-3 je nach zellulärer Lokalisation an 
zahlreichen Prozessen beteiligt. Hierunter fallen u.a. Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Adhäsion, Zellwachstum und Differenzierung, Signaltransduktion, Protein-
Protein-Interaktionen, RNA-Splicing, Apoptose, Angiogenese und Tumorgenese 
(Dumic et al., 2006; Hsu et al., 2006; Hughes, 2001; Nakahara und Raz, 2007; 
Takenaka et al., 2004). 
 
2.4.3 Sekretion und Endozytose von Galectin-3 
Galectin-3 ist sowohl intra- als auch extrazellulär lokalisiert und kann zwischen 
Nukleus und Zytoplasma pendeln. Da Galectin-3 keine ER-Signalsequenz 
besitzt scheint die Präsenz des Lectins außerhalb der Zelle auf einer 
unkonventionellen Sekretion zu beruhen (Lindstedt et al., 1993). Es existieren 
vier verschiedene Mechanismen der unkonventionellen Sekretion (Abb. 2.6) 
(Nickel, 2005). Bei zwei dieser Wege sind intrazelluläre Vesikel wie Lysosomen 
und Exosomen aus dem endosomalen System involviert (Abb. 2.6 Weg 1 und 
3). In einem alternativen Weg werden die Proteine direkt über die Membran 
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oder unter Verwendung von Transportproteinen aus der Familie der ABC-
Transporter transloziert (Abb. 2.6 Weg 2). Der vierte Weg beschreibt einen 
Mechanismus, der als membrane blebbing bezeichnet wird (Mehul und Hughes, 
1997). Dabei schnüren sich Mikrovesikel von der Plasmamembran ab und 
werden in den Extrazellulärraum freigegeben. Ein weiterer 
Sekretionsmechanismus (hier nicht dargestellt) beruht auf der Ausbildung von 
Autophagosomen und deren anschließender Fusion mit der Plasmamembran 
(Duran et al., 2010; Manjithaya et al., 2010).  
 
 
Abb. 2.6 Wege der unkonventionellen Sekretion 
Unkonventionelle Sekretionsmöglichkeiten beinhalten vesikuläre Wege über Lysosomen (1) 
oder Exosomen (3) aber auch die Möglichkeit des Exports über membranständige Transporter 
(2) oder über membrane blebbing (4). (Nickel, 2005)  
 
Nach Inhibition des klassischen Sekretionsweges, durch Verwendung von 
Monensin und Brefeldin A, die den Zerfall des Golgi und eine Akkumulation von 
Proteinen im ER bewirken, konnte kein Effekt auf die Sekretion von Galectin-3 
festgestellt werden, was die Theorie einer unkonventionellen Sekretion von 
Galectin-3 untermauert (Lindstedt et al., 1993). In weiteren Untersuchungen 
zeigte sich, dass Galectin-3 apikal sekretiert wird und dass eine Blockade des 
ABC-Transporters mit Verapamil ebenfalls keinen Einfluss auf die Lectin-




S e i t e  | 29 
Sekretion besitzt. Desweiteren konnte Galectin-3 in Exosomen identifiziert 
werden (Schneider, 2011; Thery et al., 2001). Im Gegensatz dazu konnte auch 
gezeigt werden, dass das Lectin eine Interaktion mit Lipiden der Membran 
eingehen kann und diese passiert (Lukyanov et al., 2005). Letztlich lassen die 
bisherigen Untersuchungen keine Aussagen über den genauen Mechanismus 
der unkonventionellen Sekretion von Galectin-3 zu. 
Im Extrazellulärraum befindliches Galectin-3 interagiert mit Proteinen der 
extrazellulären Matrix (ECM). So induziert die Interaktion von Galectin-3 mit 
dem ECM-Protein Hensin die Multimerisierung und führt zur Differenzierung von 
Epithelzellen im renalen Sammelrohr (Hikita et al., 2000). Durch seine 
strukturellen Eigenschaften bindet Galectin-3 auch verschiedene Glykoproteine 
auf der Zelloberfläche und führt zu einer Quervernetzung. Anhand des EGF-
Rezeptors konnte gezeigt werden, dass diese Quervernetzungen die Mobilität 
der Membranproteine reduzieren und deren Endozytose verhindern (Partridge 
et al., 2004). In Brustkarzinom-Zellen wirkt Galectin-3 bei der Endozytose von 
Beta-1-Integrin in einem zuckerabhängigen Weg mit und wird dabei auch selbst 
über Caveolin-haltige Vesikel endozytiert (Furtak et al., 2001). In Endothelzellen 
und Makrophagen erfolgt die Endozytose von Galectin-3 sowohl 
zuckerabhängig als auch -unabhängig (Gao et al., 2012; Lepur et al., 2012b). 
Wie in dieser Arbeit gezeigt, wird Galectin-3 nach seiner Exozytose 
wiederverwertet und, über einen bisher nur wenig verstandenen Mechanismus, 
erneut in die Zelle aufgenommen (siehe 4.2 Endozytose und Recycling von 
Galectin-3 an der apikalen Membran von Epithelzellen). Die Aufnahme in die 
Zelle kann über verschiedene Endozytosemechanismen erfolgen. An der 
Endozytose von Galectin-1 ist ein Clathrin-abhängiger und lipid raft abhängiger 
Mechanismus involviert (Fajka-Boja et al., 2008). Der genaue 
Aufnahmemechanismus von Galetin-3 ist noch unbekannt. Erste 
Untersuchungen liefern bereits deutliche Hinweise darauf, dass es nach einer 
zuckerabhängigen Aufnahme in Recycling-Endosomen nahe der apikalen 
Membran akkumuliert (Schneider et al., 2010). 
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2.5 Nierenzellkarzinome 
2.5.1 Aufbau des renalen Tubulussystems 
Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, dessen Hauptaufgaben die Kontrolle 
des Wasser- und Elektrolythaushalts, die Ausscheidung von Endprodukten des 
Protein-, Purin-, und Stickstoff-Stoffwechsels und die Überwachung des Säure-
Base-Haushalts ist. Außerdem fungiert es als endokrines Organ, das durch die 
Bildung von Hormonen an der Kontrolle des arteriellen Blutdrucks beteiligt ist. 
Das Nephron bildet die funktionelle Einheit der Niere und setzt sich zusammen 
aus dem Nierenkörperchen (Malphigi-Körperchen), bestehend aus dem von der 
Bowman-Kapsel umgebenen Glomerulus, und dem angrenzenden 
Tubulussystem. Im Nierenkörperchen wird das Ultrafiltrat gebildet und 
anschließend über das Tubulussystem bis zum Urether weitergeleitet. Das 
Tubulussystem lässt sich in verschiedene Abschnitte einteilen (Abb.2.7): 
• Proximaler Tubulus mit einem gewundenen (Pars convoluta) und 
einem gestreckten Teil (Pars recta) 
• Intermediärtubulus mit dem absteigenden Teil (Pars descendens) und 
dem aufsteigenden Teil (Pars ascendens) 
• Distaler Tubulus mit einem gestreckten (Pars recta) und einem 
gewundenen Teil (Pars convoluta)  
• Verbindungstubulus 
• Sammelrohr 
Die gestreckten Teile des proximalen und des distalen Tubulus werden mit dem 
Intermediärtubulus als Henle-Schleife bezeichnet.  
Die Abschnitte des Tubulussystem lassen sich anhand ihrer Histologie 
voneinander unterscheiden. 
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Der proximale Tubulus besitzt einen Durchmesser von 50 - 60 µm und ein 
enges Lumen; das Epithel ist einschichtig, kubisch bis niedrig-prismatisch, mit 
einem runden Zellkern und einem Bürstensaum aus langen, dicht gepackten 
Mikrovilli an der apikalen Zelloberfläche. Im apikalen Zytoplasma befinden sich 
zahlreiche Vesikel, Endosomen und Lysosomen. Sie bilden einen gut 
 
 
Abb. 2.7 Aufbau des renalen Tubulussystems 
Die humane Niere besteht aus sechs bis neun Nierenlappen, die man in Nierenrinde (Kortex) 
und Nierenmark (Medulla) gliedert. In der Medulla befindet sich die funktionale Einheit der 
Niere, das Nephron. Es besteht aus dem Nierenkörperchen und dem angrenzenden 
Tubulussystem. Das Nierenkörperchen, indem das Ultrafiltrat gebildet wird, besteht aus dem 
Glomerulus und der umgebenden Bowman-Kapsel. Das Tubulussystem ist in verschiedene 
Tubulus-Abschnitte unterteilt. Zuerst passiert das Ultrafiltrat den gewundenen Teil (Pars 
convoluta) des proximalen Tubulus, gelangt dann durch die Henle-Schleife, bestehend aus dem 
gestreckten Teil (Pars recta) des proximalen Tubulus, dem Intermediärtubulus und dem 
gestreckten Teil des distalen Tubulus, zum gewundenen Teil des distalen Tubulus und von dort 
über das Verbindungsstück und das Sammelrohr in den Urether. In der Abbildung wurden 
Vorlagen von Servier Medical Art verwendet. 
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ausgeprägten Endozytose-Apparat, der der Rückresorption und dem Abbau 
von Proteinen dient. Ein weiteres Charakteristikum dieser Zellen ist die hohe 
Anzahl an Mitochondrien im basolateralen Bereich; diese stellen das ATP für 
die Rückresorption bereit. Weiterhin finden sich im basolateralen Bereich 
zahlreiche Zellinterdigitationen, die der Vergrößerung der Diffusionsfläche der 
Zelle dienen. 
Da die Hauptfunktion des intermediären Tubulus in der Ankonzentration des 
Harns durch Wasserresorption besteht, liegt in diesem Abschnitt ein 
einschichtiges Plattenepithel vor und die Zellen weisen eine geringere Anzahl 
an Zellorganellen auf. 
Der distale Tubulus hat im Vergleich zum proximalen Tubulus einen kleineren 
Durchmesser von 30 - 45 µm, besitzt aber aufgrund seiner kleinen Epithelzellen 
ein größeres Lumen. Die kubischen Epithelzellen haben ein helles Zytoplasma 
mit rundem Kern und geringer Mitochondrienzahl. An der apikalen 
Zelloberfläche sind wenige bis keine Mikrovilli vorhanden. In diesem 
Tubulusabschnitt findet ein aktiver Ionentransport statt. 
Nachdem der Harn den distalen Tubulus passiert hat, gelangt er über ein 
kurzes Verbindungsstück in das Sammelrohr. Der Durchmesser des 
Sammelrohres beträgt zu Beginn 50 µm und weitet sich in seinem distalen 
Abschnitt auf bis zu 300 µm aus. Das Lumen ist anfangs von einem kubischen 
Epithel ausgekleidet und geht dann über in ein prismatisches Epithel, 
bestehend aus zwei vorherrschenden Zelltypen. Dies sind zum einen die 
Hauptzellen mit hellem Zytoplasma und einem einzelnen Kinozilium an der 
apikalen Oberfläche und zum anderen die dunkleren, Mitochondrien-reichen 
Schaltzellen. Im Sammelrohr befinden sich auch Aquaporine in der 
Zellmembran, die für den hier stattfindenden Wassertransport verantwortlich 
sind (ausführlich dargestellt in (Ross, 2003, 2007; Welsch, 2003)). 
 
2.5.2 Klassifikation der Nierenzellkarzinome 
Das Nierenzellkarzinom, früher auch als Hypernephrom oder Grawitz-Tumor 
bezeichnet, ist mit 2 - 3 % aller malignen Tumore ein selten auftretender Tumor. 
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Allerdings ist er innerhalb der Gruppe von urologischen Tumoren mit einer 
Inzidenz von etwa 9 pro 100.000 Einwohner in Deutschland der dritthäufigste 
Tumor, wobei Männer 1,5-mal häufiger daran erkranken als Frauen (Fischer, 
1999). In Deutschland sind pro Jahr mit etwa 8.000 bis 11.000 
Neuerkrankungen zu rechnen (Storkel, 1999), für 2013 ist laut Gesellschaft des 
epidemiologischen Krebsregister sogar mit etwa 14.000 Neuerkrankungen zu 
rechnen (www.gekid.de). Die Inzidenz steigt ab dem 35. Lebensjahr. Etwa 80 % 
aller Nierenzellkarzinome werden zwischen dem 40. und 62. Lebensjahr  
(Storkel, 1999) und häufig zufällig im Rahmen anderer Untersuchungen 
diagnostiziert. Bei Vorliegen eines nicht metastasierenden Nierenzellkarzinoms 
erzielt die operative Therapie des lokal begrenzten Tumors gute Ergebnisse, 
während die Prognose von Patienten mit Metastasierung schlecht ist. 
Risikofaktoren für die Ausbildung eines Nierenzellkarzinoms sind u.a. hohes 
Alter, Rauchen, chronische Niereninsuffizienz, Übergewicht aber auch 
Vererbung, wie z.B. bei dem von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL) (Foster et al., 
1994; Gnarra et al., 1996; Handa und Kreiger, 2002; Talamini et al., 1990; Yu et 
al., 1986). Seit der grundlegenden Beschreibung eines Nierentumors 1883 
durch Paul Grawitz erfolgten immer wieder Versuche zur einheitlichen 
Klassifizierung der Nierentumore aufgrund pathomorphologischer Unterschiede. 
Mitte der 80er Jahre führten die Arbeiten von Thoenes et al. zu einer neuen 
morphologischen Klassifizierung der Nierentumore, die die Grundlage der 
heutigen Klassifikation bilden (Thoenes et al., 1990; Thoenes et al., 1986). 
Anhand dieser Klassifikation können folgende Subtypen pathomorphologisch 
mit absteigender Inzidenz voneinander unterschieden werden: 
• das klarzellige Nierenzellkarzinom (Inzidenz 75 %) 
• das papilläre (chromophile) Nierenzellkarzinom (Inzidenz 15 %) 
• das onkozytäre Nierenzelladenom (Inzidenz 7 %) 
• das chromophobe Nierenzellkarzinom (Inzidenz 5 %) 
• das metanephrogene Nierenzelladenom (Inzidenz < 1 %) 
• das Sammelgangkarzinom (Ductus-Bellini) (Inzidenz < 1 %) 
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Das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC) ist gekennzeichnet durch eine 
massive zytoplasmatische Akkumulation von Glykogen und Lipiden, die bei der 
histologischen Präparation herausgelöst werden und das Zytoplasma klar 
erscheinen lassen (Mackay et al., 1987). Diese Anreicherung kommt infolge 
eines gestörten, tumorbedingten Glykogen- und Lipidmetabolismus zustande. 
Der Tumor weist ein solides kompaktes Wachstumsmuster auf, kann aber auch 
in zystischer oder papillärer Form auftreten. Der Differenzierungsgrad ist 
meistens hoch und mit einer guten Prognose vergesellschaftet. Klarzellige 
Nierenzellkarzinome kommen oft im Rahmen des von-Hippel-Lindau Syndroms 
vor (Decker, 1998). 
Das papilläre Nierenzellkarzinom ist das am zweithäufigsten vorkommende 
Nierenzellkarzinom und zeichnet sich durch sein tubulo-papilläres 
Wachstumsmuster aus. Das Vorkommen von basophilen, eosinophilen und 
gelegentlich aufgehellten Zellen verleiht diesem Tumor seine chromophile 
Bezeichnung (Decker, 1998). 
Das nicht bösartige Onkozytom ist durch sein eosinophiles, granuläres, mit 
zahlreichen Mitochondrien angereichertes Zytoplasma charakterisiert. Das 
Wachstumsmuster ist solide und trabekulär, stellenweise sogar nestartig. In 
manchen Fällen ähnelt es einem papillären Nierenzellkarzinom (Decker, 1998, 
2002). 
Das chromophobe Nierenzellkarzinom weist zwei charakteristische Zelltypen 
auf. Auf der einen Seite Mitochondrien-reiche Zellen, die dem Onkozytom 
ähneln und auf der anderen Seite Zellen mit hellem Zytoplasma und 
Anhäufungen von invaginierten Vesikeln. Im Vergleich zum klarzelligen und 
papillären Nierenzellkarzinom zeichnet sich dieser Tumor durch ein langsames 
Wachstumsverhalten aus. (Cheville et al., 2003) 
Das selten vorkommende metanephrogene Nierenzelladenom ist durch dicht 
gepackte unreife Tubuli gekennzeichnet. 
Das Sammelrohrkarzinom ist ein hoch maligner Tumor, der seinen Ursprung in 
den Hauptzellen des Sammelrohres hat. Durch seine aggressive 
Lymphinvasion und Metastasierung führt es im Mittel innerhalb von sechs 
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Monaten nach Diagnose zum Tod. Die morphologische Diagnostik ist aufgrund 
zytologischer Polymorphie dieses Tumors schwierig (Decker, 1998). 
Die einzelnen Karzinome entstehen wie in Abb. 2.8 gezeigt aus 
unterschiedlichen Bereichen des renalen Tubulussystems. Das klarzellige und 
das papilläre Nierenzellkarzinom haben ihren Ursprung im proximalen Tubulus, 
während sich das chromophobe Nierenzellkarzinom und das Onkozytom aus 
dem Verbindungsstück zwischen distalem Tubulus und Sammelrohr entwickeln 
(Thoenes et al., 1990). Neben den Grundzelltypen können auch eosinophile 




Abb. 2.8 Die verschiedenen Nierenzellkarzinome und ihr Ursprung im Tubulussystem 
Dargestellt sind die Grundzelltypen und deren Entstehungsort im Tubulussystem. Außerdem 
gezeigt sind die aus den Grundzellen entstehenden eosinophilen/granulären und spindel-
/polymorphzelligen Varianten. (Thoenes et al., 1990) 
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Neben der Typisierung des Nierenzellkarzinoms erfolgt eine Bestimmung des 
Malignitätsgrad nach Syrjanen und Hjelt (Syrjanen und Hjelt, 1978). Dabei wird 
anhand des Grading (G) der Differenzierungsgrad und der Grad der 
Kernatypien bestimmt. Nach der pTNM-Klassifikation der UICC von 2002 
werden zusätzlich die Ausbreitung des Tumors bzw. das Staging (T), 
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M) erfasst. 
Grading 
G1 gut differenzierter Tumor mit kleinen, runden uniformen Zellkernen 
G2 mäßig differenzierter Tumor mit größeren, irregulären Kernen 
G3 schlecht differenzierter Tumor mit noch größeren Kernen 
G4 undifferenzierter Tumor mit bizarren, oft mehrfach gelappten Zellkernen 
 und Chromatinklumpen 
Staging 
T1 Tumor begrenzt auf die Niere, < 7cm 
 T1a Tumor < 4 cm 
 T1b Tumor zwischen 4 - 7 cm 
T2  Tumor begrenzt auf Niere aber > 7 cm 
T3 Infiltration des umliegenden Gewebes 
 T3a Nebennieren- oder perirenale Infiltration 
 T3b Nierenveneneinbrauch oder Infiltration der Vena cava unterhalb  
  des Zwerchfell 
 T3c Infiltration der Vena cava oberhalb des Zwerchfells 
T4 Infiltration über die Gerota-Faszie hinaus 
 
Lymphknotenmetastasen 
N0 keine Lymphknotenmetastasen 
N1 Metastasen in regionärem Lymphknoten vorhanden 
 
Fernmetastasen 
M0 keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen 
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2.5.3 Galectin-3 und das klarzellige Nierenzellkarzinom 
Galectine kommen in vielen verschiedenen Geweben vor und ihre Expression 
ist abhängig von der Entwicklung und Differenzierung des Gewebes sowie von 
physiologischen und pathologischen Bedingungen (Liu und Rabinovich, 2005). 
Im Urogenitaltrakt (insbesondere in der Blase und Niere) stellt Galectin-3 das 
am häufigsten vorkommende Galectin dar. Es ist vor allem im Epithel der 
distalen Tubuli und der Sammelrohre lokalisiert (Merseburger et al., 2008a). 
Untersuchungen der humanen Niere zeigen, dass die Expression von Galectin-
3 in der adulten Niere geringer ist, als in der fetalen Niere (Nio et al., 2006). 
Neben seinen vielfältigen Funktionen wie z. B. die Beteiligung an der Apoptose, 
der Zell-Adhäsion, dem Zellwachstum und der Differenzierung von Zellen sowie 
dem Proteintransport, spielt es auch eine Rolle in der Tumorentwicklung (Liu 
und Rabinovich, 2005). Abhängig von seiner zellulären Lokalisation kann 
Galectin-3 durch Interaktion mit Oberflächenproteinen oder intrazellulären 
Proteinen pro- oder anti-apoptotisch wirken (Liu und Rabinovich, 2005). Auch in 
Metastasierung und Angiogenese spielt Galectin-3 eine entscheidende Rolle. 
Glinsky und Kollegen konnten darlegen, dass auf Endothelzellen befindliches 
Galectin-3 mit dem Thomsen-Friedenreich-Antigen auf Tumorzellen interagiert 
und dadurch in erhöhtem Maße Tumorzellen an die Gefäßwand andocken 
(Glinsky et al., 2001). Die Zell-Zell-Adhäsion von Tumorzellen, einschließlich 
deren Adhäsion zur ECM, wird ebenfalls durch Galectin-3 gesteuert, hier jedoch 
durch Interaktion mit Integrinen (Takenaka et al., 2004). Weitere 
Untersuchungen zu Interaktionspartnern in der Brustkrebszelllinie BT549 
konnten ein Zusammenspiel von Galectin-3 mit Komponenten des Wnt-
Signalweges (β-Catenin und Axin) zeigen (Shimura et al., 2005). 
Die Expression von Galectin-3 variiert in Tumorgeweben abhängig von ihrem 
Differenzierungsgrad. Eine Überexpression konnte bereits in Krebszellen bei 
Magen-, Leber-, Pancreas-, Schilddrüsen-, Eierstock- und Blasenkrebs 
demonstriert werden (Califice et al., 2004b; Takenaka et al., 2004). Dagegen 
zeigt sich in Krebszellen des Endometriums (van den Brule et al., 1996), der 
Brustdrüse (Castronovo et al., 1996) und der Prostata (Califice et al., 2004a) 
eine Reduktion der Galectin-3 Expression. In Nierenzellkarzinomen sinkt die 
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Expression des Lectins mit der Zunahme der Aggressivität des Tumors 
(Danguy et al., 2002; Oka et al., 2004) und in Colonkarzinomen konnte 
wiederum kein einheitliches Expressionsverhalten von Galectin-3 festgestellt 
werden (Bresalier et al., 1998; Lotz et al., 1993). 
Neben einer Überexpression des Lectins in klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
(Dancer et al., 2010; Francois et al., 1999; Sakaki et al., 2010) existieren auch 
Studien, die den Verlust der Expression während der Tumorgenese zeigen 
(Merseburger et al., 2008a). 
 
2.6 Weitere Proteine der Arbeit 
2.6.1 CEACAM1 
CEACAM1 (Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1), auch 
bekannt als BGP (biliary glycoprotein) (Svenberg, 1976) oder CD66a (Skubitz et 
al., 1992), ist ein Transmembranprotein und gehört zur Immunglobulin-
Superfamilie der Zell-Zell Adhäsionsmoleküle (Kammerer et al., 2007). Es 
besteht aus einer N-terminalen Domäne, die homolog zur variablen 
Immunglobulin (IgV) Domäne ist, und aus bis zu sechs Wiederholungen einer 
konstanten Immunglobulin (IgC) -ähnlichen Domäne. Es existieren 
verschiedene Isoformen von CEACAM1, die sich in ihrer zytoplasmatischen 
Domäne und in der Anzahl der Ig-ähnlichen Domänen voneinander 
unterscheiden. Durch alternatives Spleißen entsteht entweder eine lange (72 - 
74 Aminosäuren, CEACAM1-L) oder eine kurze (12 - 14 Aminosäuren, 
CEACAM1-S) zytoplasmatische Domäne (Kammerer et al., 2007). Die lange 
zytoplasmatische Domäne beinhaltet zwei ITIMs (immune receptor tyrosine-
based inhibition motifs), die inhibitorische Signale vermitteln (Chen et al., 2001), 
während die kurze zytoplasmatische Domäne eine Rolle in der Differenzierung 
von Epithelzellen spielt (Kirshner et al., 2003). Die Länge der zytoplasmatischen 
Domäne ist zudem ausschlaggebend für die zelluläre Lokalisation des Proteins. 
CEACAM1-L konnte an der apikalen und lateralen Zelloberfläche polarisierter 
Epithelzellen detektiert werden, während CEACAM1-S nur apikal lokalisiert ist 
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(Sundberg et al., 2004). Entscheidend für den polarisierten Transport des 
Proteins sind seine zahlreichen N-Glykosylierungen, die es als Glykoprotein mit 
einem Molekulargewicht von etwa 200 kDa definieren (Hammarstrom, 1999). 
In vorangegangenen Untersuchungen zu gp114, dem Hauptsialoglykoprotein in 
MDCK Zellen, zeigte sich, dass gp114 in Bezug auf Antikörperdetektion, 
zelluläre Lokalisation und Glykosylierungsmuster dem caninen Protein 
CEACAM1 entspricht (Schneider, 2011). In weiteren Studien aus unserem 
Labor konnte gezeigt werden, dass gp114 mit dem galactosebindenen apikalen 
Sortierrezeptor Galectin-3 interagiert und dass eine Deletion des Lectins zur 
Fehlsortierung von gp114 zur basolateralen Membran führt (Delacour et al., 
2006; Delacour et al., 2007). 
CEACAM1 wird in vielen verschiedenen Zellen wie z.B. T-Zellen, natürlichen 
Killerzellen, Endothelzellen, Epithelzellen der Niere und Blase exprimiert 
(Hammarstrom, 1999; Prall et al., 1996). In den Epithelzellen der Blase und des 
proximalen Tubulus der Niere ist es vorwiegend auf der luminalen, d.h. apikalen 
Membran exprimiert. Aufgrund seiner Herunterregulation während der 
Entstehung verschiedener Tumore wie dem Prostata-, Rectum-, Brust-, Blasen- 
und Nierenkrebs wird CEACAM1 eine Rolle als Tumorsupressorgen zu- 
geschrieben (Kammerer et al., 2004; Neumaier et al., 1993; Riethdorf et al., 
1997; Tilki et al., 2010). Bei der Untersuchung von Blasenkrebs konnte neben 
der Herunterregulation von CEACAM1 in den Krebszellen eine Hochregulation 
des Proteins in angrenzenden Endothelzellen festgestellt werden, wodurch 
CEACAM1 neben seiner Funktion als intra- und interzelluläres 
Adhäsionsmolekül eine proangiogene Aktivität zuzuschreiben ist (Ergun et al., 
2000). 
 
2.6.2 p75-Neurotrophinrezeptor (p75NTR) 
p75NTR ist ein 75 kDa großer, in Vertebraten hoch konservierter, Typ I-
Transmembranrezeptor. Er zählt zu den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren 
(TNF-R). Stabil mit p75NTR transfizierte MDCK Zellen transportieren den 
Oberflächenrezeptor primär zur apikalen Zellmembran (Le Bivic et al., 1991). 
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Die cysteinreiche Extrazellulärdomäne besteht aus drei bis sechs durch 
Disulfidbrücken verbundenen Untereinheiten. Eine dieser cysteinreichen 
Untereinheiten besitzt eine N-Glykosylierung, die allerdings bei der apikalen 
Sortierung des Proteins keine Rolle zu spielen scheint (Johnson et al., 1986). 
Neben den N-Glykanen befinden sich in der Stab-Domäne in der Nähe der 
Transmembran-Domäne sechs O-Glykane, die für den apikalen Transport 
verantwortlich sind (Breuza et al., 2002). Wird diese O-glykosylierte Stab-
Domäne deletiert, kommt es zum vermehrten basolateralen Transport von 
p75NTR (Yeaman et al., 1997). Galectin-3 fungiert in MDCK Zellen bei der 
apikalen Sortierung von p75NTR als Sortierrezeptor. Dabei bindet es an die O-
Glykane und induziert die Bildung hochmolekularer Komplexe, die lipid raft 
unabhängig transportiert werden (Delacour et al., 2006; Delacour et al., 2007). 
Das humane p75NTR wird normalerweise in neuronalen Zellen synthetisiert und 
wiederverwertet (Deinhardt et al., 2007). 
 
2.6.3 gp80 
Das Glykoprotein gp80, auch bekannt unter dem Namen Clusterin, ist das in 
MDCK Zellen am stärksten apikale sekretierte Protein (Martin-Belmonte et al., 
2001). Es besitzt ein Molekulargewicht von 80 kDa und besteht aus zwei durch 
Cystein-Brücken verbundene Untereinheiten von ca. 35 und 45 kDa. Es ist an 
sieben Stellen N-glykosyliert. Für die apikale Sortierung des Proteins sind die 
N-Glykosylierung sowie intakte Mikrotubuli erforderlich (Parczyk et al., 1989; 
Urban et al., 1987). Durch die Überexpression der Tubulin-Tyrosin-Ligase 
verlangsamt sich der Transport von gp80 zur apikalen Membran (Zink et al., 
2012). Außerdem wurden zwei Rezeptoren mit dem Transport von gp80 in 
Verbindung gebracht. Dabei handelt es sich um das lipid-raft assoziierte, nicht 
glykosylierte Membranprotein MAL (Martin-Belmonte et al., 2001) und das 
intrazelluläre Lectin VIP36, das bei Überexpression die Sekretion von gp80 
steigert (Hara-Kuge et al., 2002). Clusterin wird ubiquitär exprimiert und ist 
innerhalb der Säugetiere hoch konserviert. Entsprechend wird vermutet, dass 
canines und humanes gp80 ähnliche Funktionen besitzen. Es fungiert als 
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extrazelluläres Chaperon und wird über den durch Stress induzierten 
Transkriptionsfaktor heat shock factor 1 reguliert (Poon et al., 2002). 
 
2.6.4 CD29 
CD29 bezeichnet die β1-Untereinheit von Integrin. Integrine sind heterodimere 
Transmembranrezeptoren, die die extrazelluläre Matrix mit dem Zytoskelett 
verbinden. In Säugern sind 18 α-Untereinheiten bekannt, die sich mit acht β-
Untereinheiten zu 24 verschiedenen Integrinen zusammenlagern können. In 
polaren Zellen kommen sie an der basolateralen Membran vor. Der Transport 
von neu synthetisiertem Integrin vom ER zur Membran erfolgt über einen 
Myosin-abhängigen vesikulären Transport entlang der Aktinfilamente, und wird 
vermutlich durch Talin reguliert (Margadant et al., 2011). Für die basolaterale 
Sortierung des Integrins sind die zytoplasmatischen Domänen beider 
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Fragestellung dieser Arbeit 
 
Die Fragestellung dieser Arbeit kann in verschiedene Teilaspekte untergliedert 
werden. Bei den bisherigen Erkenntnissen über die Endozytose, die 
Ligandenbindung und Komplexformation von Galectin-3 und seinem Einfluss 
bei der Entstehung von Nierenzellkarzinomen blieben immer wieder Fragen 
offen, die den Anstoß für diese Arbeit lieferten. 
Nach bisherigen Erkenntnissen wird Galectin-3 über einen unkonventionellen 
Sekretionsweg unter Beteiligung von exosomalen Vesikeln in den 
Extrazellulärraum entlassen. Vermutlich kann das Lectin von dort wieder in die 
Zelle aufgenommen werden. Endozytiertes Galectin-3 befindet sich nach 
Aufnahme in endosomalen Kompartimenten an der subapikalen Oberfläche, 
doch der genaue Mechanismus der Internalisation ist noch ungeklärt. Die 
Aufnahme kann über verschiedene Endozytosemechanismen erfolgen und ist 
von der Bindung des Lectins an zuckerhaltige Liganden auf der Oberfläche 
abhängig. In diesem Teil der Arbeit soll der Weg der Endozytose mittels 
hochauflösender Mikroskopie und biochemischer Analysen genauer untersucht 
werden. Dabei sollen die Bindung des Lectins an zuckerhaltige Liganden auf 
der Zelloberfläche, die Assoziation mit lipid rafts und der Einfluss des pH 
Wertes berücksichtigt werden. Desweiteren soll die Frage geklärt werden, ob 
endozytiertes Galectin-3 erneut sekretiert wird und somit ein Kreislauf entsteht. 
Galectin-3 fungiert als Sortierplattform zur apikalen Membran für lipid raft 
unabhängige Cargoproteinen. Dabei existiert bereits ein gutes Modell der 
Multimerisation des Lectins und der Komplexbildung mit Liganden. Auf dem 
Weg zur apikalen Membran passiert Galectin-3 mit seinen Liganden 
endosomale Kompartimente mit leicht saurem pH. In einem Teilprojekt soll die 
Ligandenbindung und Komplexformation von Galectin-3 in Abhängigkeit vom 
pH Wert untersucht werden. Zusätzlich soll der Einfluss des pH Wertes auf die 
Sortierung des apikalen Neurotrophinrezeptors p75 und auf die apikale 
Sekretion von gp80 mit Hilfe biochemischer Untersuchungen geklärt werden. 
Es ist bekannt, dass Galectin-3 neben dem Proteintransport an vielen weiteren 
Prozessen wie der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhäsion, der Endozytose, der 
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Zellentwicklung und -differenzierung und der Regulation der Apoptose beteiligt 
ist. Im Hinblick auf diese Funktionen soll im zweiten Teil der Arbeit die Rolle von 
Galectin-3 bei der Entstehung von klarzellligen Nierenzellkarzinomen näher 
beleuchtet werden. Dabei soll mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie und 
Western-Blotanalysen die Lokalisation und Expression von Galectin-3 mit Hilfe 
apikaler und basolateraler Markerproteine in gesundem Nierengewebe und 
Tumorgewebe von Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen und im 
Zellkulturmodell untersucht werden. Desweiteren sollen mögliche 
Interaktionspartner von Galectin-3 während der Tumorentstehung mittels 
Coimmunpräzipitation und Galectin-3-Affinitätssäule mit anschließender ESI-
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RS Biotech Galaxy B (Co2 begast)  New Brunswick Scientific, Edison (USA) 
Inkubator für Bakterienkultur Memmert, Schwabach 
Schüttelinkubator für Bakterienkultur  
innova 4300 New Brunswick Scientific, Edison (USA) 
Sterilbänke 
 
Sterilbank für Zellkultur HeraSafe Kendro, Langenselbold 
Sterilbank für Bakterienkultur Faster BHA-48 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 
Zentrifugen  
Tischzentrifuge BioFuge pico Heraeus 
Tischzentrifuge Sprout Heathrow Scientific, Vernon Hills (USA) 
Kühlzentrifuge BioFuge fresco Heraeus 
Kühlzentrifuge Avanti J-20 XP Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
Kühlzentrifuge Allegra X-22R Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
Rotofix 32X Hettich, Tuttlingen 
Ultrazentrifugen  
Optima LE-80K Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
Combi Plus Sorvall 
Rotoren 
 
SW-41 Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
TH641 Sorvall 
FX 301.5 Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
SX4250 Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
C1015 Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
JA 25.50 Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
JLA 16.250 Beckmann-Coulter, Fullerton (USA) 
1619 für Rotofix Hettich, Tuttlingen 
Schüttler 
 
Überkopfschüttler Reax 2 Heidolph, Kehlheim 
DOS-10L NeoLab 
PMR-30 Grant-bio, Camebridgeshire (UK) 








Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
UBD Grant Instruments, Cambridgehire (UK) 
MB-102 Bioer Technology, Hangzhou (China) 
Kontrollgerät Tempcontrol 37-2 digital  
(für Mikroskop DMI6000B) Leica Microsystems, Wetzlar 
SDS-PAGE und Western-Blot 
 
Platten, "Spacer", Kämme Hoefer, San Francisco (USA) 
Gießvorrichtung Hoefer, San Francisco (USA) 
Elektrophoresekammer miniVE Hoefer, San Francisco (USA) 
Elektrophoresekammer Mignty Small II Hoefer, San Francisco (USA) 
Netzgerät EPS 301 Hoefer, San Francisco (USA) 
Netzgerät EPS 501 Amersham Biosciences, Piscataway (USA) 
Netzgerät Power Pack Basic Amersham Biosciences, Piscataway (USA) 
Transblot Semi-Dry Transfer Cell Biorad, Hercules (USA) 
Mikroskope 
 
Konfokales Laser-Scanning- Mikroskop 
(KLSM) TCS SP2 montiert auf Stativ DM IRE2 
 
Leica Microsystems, Wetzlar 
Inverses Epifluoreszenzmikroskop DMI6000B, 
zusätzlich ausgestattet mit Leica AM TIRF MC 
Modul 
 
Leica Microsystems, Wetzlar 
SR GSD (GSDIM) Leica Microsystems, Wetzlar 
Inverses Lichtmikroskop Axiovert 10 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Elektronenmikroskop EM109 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Sonstige optische Geräte 
 
Chemilux-Imager Intas, Göttingen 
Gelscanner GS800 Calibrated Densitometer Biorad, Hercules (USA) 
Tecan infinite M200 Tecan, Männerdorf (Schweiz) 
FACSCanto II BD Biosciences, Franklin Lake (USA) 
Spektralphotometer Specord S300 UV VIS Analytic Jena, Jena 
Sonstige Geräte 
 
Analysewaage SBC 22 ScalTec Instrument, Göttingen 
Präzisionswaage SI-114 Denver Instruments, Bohemia (USA) 
Absaugpumpe 2511  
 
Dry Vacuum Pump/Compressor 
Welch, Niles (USA) 
Absaugpumpe N86 KN.18 KNF Neuberger, Freiburg 
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Heizrührer Yellow Line MSH basic Ika Labortechnik, Staufen 
pH-Meter pH510 Eutech Instruments, Waltham (USA) 
Nanodrop 2000c Thermo Scientific, Waltham (USA) 
Vortex Genie 2 Scientific Industries (USA) 
Mikrotom HM 400 Microm, Heidelberg 
Paraffinblockgießapparatur Microm, Heidelberg 
Reinstwassersystem Elix UV Millipore, Billerica (USA) 
Schweißgerät Vacupack Plus Krups, Solingen 
Wasserbad GFL 10023 GFL GmbH, Burgwedel 
Peristaltische Pumpe Minipuls 3 Abimed/Gilson (Frankreich) 




Office 2007 Microsoft, Redmond (USA) 
Photoshop CS5 Adobe, SanJose (USA) 
Leica LASAF Leica, Wetzlar 
Lab Image Intas, Göttingen 
Prism 5 Graph Pad, La Jolla (USA) 
 
3.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Chemikalie/Material Bezugsquelle 
Acrylamid Roth, Karlsruhe 
Ampicillin  Boehringer, Mannheim 
APS Merck, Darmstadt 
Bacto Agar DIFCO, Detroit (USA) 
Bacto Trypton/ Bacto Yeast Extract Becton, Dickinson; Sparks (USA) 
Bromphenolblau Merck, Darmstadt 
BSA Serva, Heidelberg 
Chloroform Roth, Karlsruhe 
Chloroquin Serva, Heidelberg 
Coomassie Brilliant Blue Merck, Darmstadt 
Cryoröhrchen Greiner, Kremsmünster 
Cycloheximid Fluka 
Deckgläser (18 mm) Menzel Gläser, Braunschweig 
DMSO Roth, Karlsruhe 
Depression Slide (76x26 mm) neoLab, Heidelberg 
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DTT Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
ECL-Reagenz Super Signal West Dura 
Extended Duration Substrate Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 
EPPS Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Serva, Heidelberg 
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA) Serva, Heidelberg 
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce, Rockwell (USA) 
FKS PAA Laboratories, Pasching (Österreich) 
L-Glutamin (10x) PAA Laboratories, Pasching (Österreich) 
HEPES Serva, Heidelberg 
IPTG Biomol 
Lactosylsepharose Beads EY Laboratories, San Mateo (USA) 
Lipofectamin 2000 Invitrogen, Carlsbad (USA) 
Magermilchpulver Serva, Heidelberg 
β-Mercaptoethylamine (MEA) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Molekulargewichtsstandard für  
SDS-PA-Gele PageRuler Fermentas, St. Leon-Rot 
Mowiol 4-88 Merck, Darmstadt 
NeutrAvidin (immobilized) Pierce, Rockwell (USA) 
Nitrocellulose-Membran Protran Schleicher & Schüll, Dassel 
NP-40 Merck, Darmstadt 
Nycodenz Axis Shield, Oslo (Norwegen) 
Penicillin/Streptomycin (10x) PAA Laboratories, Pasching (Österreich) 
Pipettenspitzen (10 µL, 200 µL, 1000 µL) Greiner, Kremsmünster (Österreich) 
Reaktionsgefäße (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL,  
15 mL, 50 mL) Sarstedt, Nürnbrecht 
SDS Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Spitzen, Kanülen Sarstedt, Nürnbrecht 
Sterilfilter, 0,45 µm Millipore, Billerica (USA) 
TEMED Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Tris Roth, Karlsruhe 
Trypsin Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Twinsil Picodent, Wipperfürth 
Zellkulturplatten   Wilco, Amsterdam (Niederlande) und Sarstedt, Nürnbrecht 
Zellkulturplatten (6 Loch, 24 Loch) Greiner, Kremsmünster 
Zellkultur Filtereinsätze Greiner, Kremsmünster 
Ziegenserum Dako, Dänemark 
Whatmann 3MM Whatmann, Maidstone (UK) 
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Weitere hier nicht aufgeführte, aber allgemein gebräuchliche Chemikalien sind 
mindestens von p.a.-Qualität und wurden von Sigma, Roth, Riedel-de Häen, 
Fluka, Merck, Serva oder ICN bezogen. 
 
3.3 Allgemeine Puffer 




140 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
6,5 mM Na2HPO4 




PBS zusätzlich mit  
1 mM  CaCl2 
1 mM   MgCl2 
 
3.4 Zellkultur 
3.4.1 Verwendete Zelllinien 
 
MDCK Typ II (Madin-Darby Canine Kidney) 
MDCK-II- Zellen sind Epithelzellen aus dem distalen Nierentubulus eines 
weiblichen Cockerspaniels (Madin et al., 1957). In Kultur wachsen sie adhärent 
und bilden nach Erreichen von Konfluenz ein einschichtiges, zylindrisches 
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Epithel, welches sich durch eine ausgeprägte Zonula occludens (tight junctions) 
auszeichnet. Durch die Ausbildung der tight junctions wird die apikale 
Plasmamembran (dem Lumen zugewandt) vom basolateralen Teil der 
Membran (der Basalmembran zugewandt) getrennt. Sie können auf 
permeablen Filtern kultiviert werden, wodurch ein selektiver Zugang zur 
apikalen bzw. basolateralen Membran ermöglicht wird. Die Polarisation der 
Zellen beginnt etwa zwei Tage nach Ausplattieren und endet nach etwa 
weiteren vier Tagen. Aufgrund ihrer Eigenschaften eignen sie sich ideal als 
Modell für den polarisierten Proteintransport. 
 
RC-124 (Humane Nierenzelllinie) 
Bei diesen Zellen handelt es sich um humane Epithelzellen aus einer Niere 
eines 63 Jahre alten, kaukasischen Mannes. Sie wurden 1998 isoliert und für 
diese Arbeit von CCS (Cell Culture Service, Hamburg) bezogen. Die Zellen 
wachsen adhärent und bilden nach Erreichen von Konfluenz ein einschichtiges 
Epithel aus. Die Zellen besitzen eine längliche Struktur mit einer 
vorherrschenden Zellkörperregion im Vergleich zur peripheren Lamellopodien-
formenden Region. Die durchschnittliche Zellhöhe beträgt 5 µm. 
 
RCC-FG1 (KTCTL-26; Humane Niere, Klarzell-Karzinom Zelllinie) 
Bei diesen Zellen handelt es sich um Epithelzellen (bezogen von CCS), die 
1999 aus einem klarzelligen Nierenzellkarzinom eines 69 Jahre alten, 
kaukasischen Mannes isoliert wurden. Die Tumorgröße betrug ≥ 7 cm und die 
Ausbreitung begrenzte sich auf die Niere (GII, T2a). In Kultur wachsen die 
Zellen adhärent und aufgrund von Kontaktinhibition nicht übereinander. Ihre 
Verdopplungszeit beträgt 35 h und sie bilden eine längliche, irreguläre Struktur. 
Die RCC-FG1 Zellen sind besser differenziert als vergleichbare klarzellige 
Nierenzellkarzinom Zelllinien und eignen sich daher sehr gut als Modell für das 
klarzellige Nierenzellkarzinom (Frank und Pomer, 1999; Lutz et al., 2005). 
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3.4.2 Auflistung Zelllinien 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden folgende Zelllinien verwendet. 
Sämtliche für die Zellkultur verwendete Medien und Lösungen wurden von PAA 
Laboratories (Pasching, Österreich) bezogen; mit Ausnahme von Zeocin, das 
von Invitrogen (Carlsbad, USA) bezogen wurde. 
Zellinie Eigenschaften Medium 
MDCK II Wildtyp Polare Epithelzellen aus der Hundeniere 
MEM 
5 % FKS 
2 mM Glutamin 
100 U/ mL Penicillin 
100mg/ mL Streptomycin 
MDCK Gal3-YFP 
Stabil mit Galectin-3 transfizierte 
MDCK-II-Zelllinie; Galectin-3 ist 
für die Selektion mit YFP 
fusioniert 
DMEM high Glucose 
10 % FKS 
2 mM Glutamin 
100 U/ mL Penicillin 
100mg/ mL Streptomycin 
MDCK Gal3-R186S-GFP 
Stabil mit Galectin-3-R186S 
transfizierte MDCK-II-Zelllinie; 
fusioniert mit GFP; der 
Aminosäureaustausch von 
Arginin (R) gegen Serin (S) 
verhindert die Erkennung von 
LAcNac-Glykosylierungen 
DMEM high Glucose 
10 % FKS 
2 mM Glutamin 
100 U/ mL Penicillin 
100mg/ mL Streptomycin 
 
MDCK p75-GFP 
MDCK-II-Zelllinie mit stabil 
transfiziertem humanem p75NTR 
fusioniert mit GFP 
DMEM high Glucose 
10 % FKS 
2 mM Glutamin 
100 U/ mL Penicillin 
100mg/ mL Streptomycin 
0,5 mg/ mL G418 
MDCK CEACAM1-GFP 
Canines CEACAM1-4L (gp114) 
fusioniert mit GFP stabil 
transfiziert in MDCK-II-Zellen 
DMEM high Glucose 
10 % FKS 
2 mM Glutamin 
100 U/ mL Penicillin 
100mg/ mL Streptomycin 
0,5 mg/ mL G418 
MDCK Flotillin1-YFP 
MDCK-II-Zelllinie mit stabil 
transfiziertem Flotillin-1 fusioniert 
mit YFP 
MEM  
5 % FKS 
2 mM Glutamin 
100 U/ mL Penicillin 
100mg/ mL Streptomycin 
0,5 mg/ mL G418 
RCC-FG1 Humane Epithelzellen aus einem klarzelligen Nierenzellkarzinom 
Mc Coy`s 5A 
10 % FKS 
2 mM Glutamin 
RC-124 Epithelzellen aus der humanen Niere 
Mc Coy`s 5A 
10 % FKS 
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3.4.3 Kultivierung 
Die Zellen wurden auf Plastikpetrischalen oder in 6- oder 24- Loch-Schalen bei 
37°C, 5 % CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert. Um bei Bedarf eine 
selektive Erreichbarkeit der apikalen und basolateralen Membran zu 
ermöglichen wurden die Zellen auf PET-Filtern im 6- oder 24- Loch-Format 
ausgesät (Abb. 3.1). Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die 
verwendeten Medien sind in 3.4.2 (Auflistung Zelllinien) aufgeführt. 
 
 
Abb. 3.1 Kultivierung von MDCK-II Zellen auf PET-Filtern 
Auf PET-Filtern ausgesäte MDCK-II Zellen bilden eine geschlossene Zellschicht mit hoher 
elektrischer Dichtigkeit und Polarisation. Die Kultivierung auf Filtern ermöglicht den separaten 
Zugang zur apikalen oder basolateralen Membran. (Rodriguez-Boulan et al., 2005) modifiziert. 
 
3.4.4 Passage 
Alle Zelllinien wurden nach Erreichen von 80-100% Konfluenz, etwa am dritten 
Tag nach Ausplattieren auf neue Kulturschalen passagiert. Dazu wurden die 
Zellen nach zweifachem Waschen mit PBS für 15 - 20 min bei 37°C mit einer 
Trypsin/EDTA-Lösung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in D-PBS) von der 
Zellkulturplatte gelöst. Dabei sorgt Trypsin für die Spaltung von zur Adhäsion 
benötigten Oberflächenproteinen und EDTA chelatiert Calcium-Ionen, welche 
bei der Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten und Zell-Matrix-Kontakten wichtig 
sind. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe des jeweiligen Kulturmediums in 
etwa fünffachem Volumen gestoppt und die Zellen wurden anschließend 5 min 
bei 800 rpm zentrifugiert. Nach Abnahme des überstehenden Mediums wurde 
das Zellpellet in 4 mL Medium aufgenommen und im Verhältnis 1:4 bis 1:60, je 
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Zum Aussäen der Zellen auf Deckgläschen wurden diese vorher sterilisiert und 
vor dem Aussäen in die Zellkulturschale gelegt. Bei der Kultivierung auf PET-
Filtern wurden die Zellen nur im Einsatz ausgesät. 
3.4.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zellenkönnen nach sorgfältigem Einfrieren in flüssigem Stickstoff gelagert 
werden und bei Bedarf wieder aufgetaut werden. Zum Einfrieren wurden 
konfluente Zellen auf 10 cm Schalen von der Schale abgelöst (siehe 3.4.4 
Passage). Das Zellpellet wurde in 1mL Einfriermedium (80 % entsprechendes 
Medium; 10 % FKS; 10 % DMSO) aufgenommen und in ein Kryoröhrchen 
überführt. Nach Zwischenlagerung für 2 h bei -20°C und 12 h bei -80°C wurden 
die Röhrchen in flüssigen Stickstoff überführt. 
Zum Auftauen wurden die Zellen in 4 mL Medium aufgenommen und 5 min bei 
800 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen, das 
Zellpellet in Medium resuspendiert und auf eine 10 cm Schale ausgesät. 
 
3.4.6 RNA-Interferenz 
RNA Interferenz (RNAi) ist ein in Zellen natürlich vorkommender Mechanismus, 
der der zielgerichteten Abschaltung von eigenen oder fremden Genen dient. 
Mittels RNAi lässt sich die Expression eines Proteins um 90 - 100% reduzieren. 
Es existieren unterschiedliche Möglichkeiten der RNAi Interferenz In der 
vorliegenden Arbeit wurden siRNAs (short interfering RNAs) verwendet 
(Elbashir et al., 2001; Karagiannis und El-Osta, 2005). Dabei handelt es sich 
um kurze dsRNA-Stücke von 21 - 23 bp Länge mit 2 bp Überhang am 3`-Ende, 
die in die Zelle eingebracht werden und eine gezielte Degradation der 
homologen RNA bewirken. Die eingebrachte dsRNA wird in der Zelle von 
Proteinen der Argonaut-Familie erkannt und in den RISC (RNA-induced 
silencing complex) Komplex eingebaut. Der antisense RNA-Strang leitet den 
RISC Komplex zur komplementären Ziel-RNA. Diese wird daraufhin degradiert 
und es kommt zur Hemmung der Proteinexpression auf Translationsebene. 
Man spricht hier von einem knock down, im Gegensatz zu einem knock-out, bei 
dem eine Proteinexpression bereits auf DNA-Ebene ausgeschaltet wird. 
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Durch Anwendung der RNAi Interferenz können Rückschlüsse auf die Funktion 
ausgeschalteter Proteine gezogen werden. Die Transfektion der siRNA erfolgte 
mittels Lipofectamin 2000. Die verwendeten Zellen wurden am Vortag im 
Verhältnis 1:15 bzw. 1:60 auf Filter in 6- bzw. 24- Loch-Schalen gesplittet und 
kurz vor der Transfektion mit PBS gewaschen. Für einen Filter wurden folgende 
Transfektionsansätze verwendet: 
 
Filter in 6 Loch-Schale: 
Lipofectaminansatz:  1 mL DMEM (-/-) + 10 µL Lipifectamin 2000 
RNA-Ansatz:   1 mL DMEM (-/-) +  1µL siRNA (200pmol)   
 
Filter in 24 Loch-Schale: 
Lipofectaminansatz:  0,5 mL DMEM (-/-) + 5 µL Lipofectamin 2000 
RNA-Ansatz:   0,5 mL DMEM (-/-) + 0,5 µL siRNA (200pmol) 
 
Pro Ansatz wurden zwei siRNAs zu gleichen Teilen eingesetzt. Nach 5 
minütiger Inkubation der Ansätze bei RT wurde der Lipofectaminansatz mit dem 
RNA-Ansatz gemischt und weitere 20 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurden 0,5 mL Transfektionsansatz auf die apikale Seite und 1,5 mL bzw. 0,5 
mL auf die basolaterale Seite gegeben. Nach 6 stündiger Inkubation bei 37°C 
wurde das Medium gegen Vollmedium ausgetauscht. Die Transfektion wurde 
am nächsten Tag wiederholt. Um einen effizienten knock down zu erzielen, ließ 
man die Zellen noch zwei weitere Tage ruhen bevor am fünften Tag nach 
aussäen die weiteren Experimente durchgeführt wurden. 
 
Folgende siRNA-Duplices gegen Galectin-3 wurden verwendet: 
 
Galectin-3 a: 
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Galectin-3 b: 
     5`-ACCCAAACCCUCAAGGAUGTT-3` 
3`-TTUGGGUUUGGGAGUUCCUAC-5` 
 
Als Kontrolle wurde eine siRNA verwendet, die gegen das in MDCK-Zellen nicht 





3.5 Allgemeine proteinbiochemische Methoden  
3.5.1 Herstellung von Zelllysaten 
Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen nach zweifachem Waschen 
mit PBS++ in Lysispuffer versetzt mit 20 µL/mL Protease-Inhibitor-Mix (PI) 
aufgenommen. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Gummischabers von der 
Platte abgelöst und in ein Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden die 
Zellen 30 min auf dem Überkopfschüttler bei 4°C lysiert. Je nach 
Versuchsbedingung erfolgte zusätzlich der Aufschluss durch Scheren mit einer 
22G Kanüle. Die Zelldepris wurden durch Zentrifugation bei 13000rpm und 4°C 
für 10 min pelletiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt, unmittelbar weiterverwendet oder alternativ bei -20°C gelagert. 
Standardlysispuffer (CoIP-Lysispuffer) 
25 mM Tris 
1 mM  EDTA 
1 mM  EGTA 
100 mM  NaCl 
1% (v/v) Triton-X-100 
0,5% (v/v) NP-40 
pH 7,5 (mit HCl) 
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Protease-Inhibitor-Mix (PI) 
Lösung 1: PMSF 3,4 mg/mL (in DMSO) 
Lösung 2: 20 µL Pepstatin (1 mg/ mL in DMSO) 
  20 µL Antipain (1 mg/ 200µL in DMSO) 
  20 µL Leupeptin (1 mg/ 200µL in PBS) 
  20 µL Aprotinin (1 mg/ mL in PBS) 
  20 µL Trypsin/Chymotrypsin-Inhibitor (25 mg/ 500µL in PBS) 
Vor Gebrauch wurden 25 µL Lösung 1 mit 500 µL Lösung 2 gemischt. 
 
3.5.2 Herstellung von Gewebelysaten 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden Gewebeproben aus der Niere von 
insgesamt 101 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom untersucht. Die 
Entnahme erfolgte während der Nephrektomie und wurde am 
Universitätsklinikum Marburg von Prof. Dr. Hegele durchgeführt. Diese Studie 
wurde durch die Ethikkommission der Philipps-Universität Marburg bewilligt und 
die Patienten gaben ihr schriftliches Einverständnis. Nach Entnahme wurden 
die Gewebeproben in eiskaltem PBS mit 20 µl/mL Protease Inhibitor (PI) 
zwischengelagert und anschließend in CoIP-Lysispuffer mit PI überführt. Nach 
Aufschluss mit einem Dounce Homogenisator wurden die Proben bei 30 min bei 
4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert, anschließend bei 4500 rpm bei 4°C 
zentrifugiert und der Überstand zur weiteren Analyse verwendet. 
 
3.5.3 TCA/Aceton Fällung 
Die Proteinfällung mittels Trichlor-Essigsäure eignet sich zum Ankonzentrieren 
von Proteinen. Die Proben wurden mit 30 % TCA (Endkonzentration 10 %) 
versetzt, kurz gevortext und 5 min bei RT auf dem Überkopfschüttler inkubiert. 
Nach einer weiteren 30minütigen Inkubation bei RT wurden das Präzipitat 
durch Zentrifugation bei 13000 rpm für 10 min bei 4°C pelletiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Proteinpellet zweimal mit 500 µL Aceton gewaschen, 
5 min geschüttelt und 5 min bei 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Nach dem 
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Waschen wurde das Pellet getrocknet, und in 40 µL 3x Probenpuffer 
aufgenommen. 
 
3.5.4 Proteinbestimmung mit DC Protein Assay 
Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde das DC Protein Assay Reagent 
(BioRad) verwendet. Die Reaktion basiert auf dem Prinzip der 
Proteinbestimmung nach Lowry und eignet sich gut zur Bestimmung des 
Proteingehalts in Gewebeextrakten. Die Nachweisreaktion besteht aus einer 
Biuret-Reaktion mit einer anschließenden Farbkomplexbildung. In der ersten 
Reaktion reduzieren die vorhandenen Proteine Cu2+ zu Cu+, welches dann in 
der zweiten Reaktion mit dem gelben Folin-Ciocalteau Reagenz (Molybdän (VI)- 
und Wolfram (VI)- Heteropolysäuren) einen instabilen blauen Komplex bildet, 
der als Maß für die Proteinkonzentration gilt. Die Proteinbestimmung wurde 
nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
3.5.5 SDS-PAGE 
Für die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde das 
diskontinuierliche Elektrophorese-System nach Lämmli verwendet (Laemmli, 
1970). In diesem System werden Proteine zunächst in einem Sammelgel 
fokusiert und anschließend im Trenngel nach ihrer Größe aufgetrennt. Dies 
gelingt durch das im Proben- und Laufpuffer enthaltene SDS, welches die 
Proteine denaturiert und sie proportional zu ihrem Molekulargewicht negativ 
auflädt. Der in dieser Arbeit verwendete Probenpuffer enthielt zusätzlich 
Dithiothreitol (DTT), das für die Spaltung von Disulfidbrücken und somit zur 
Auflösung der Quartärstrukturen verantwortlich ist. Wird nun im Gel ein 
Stromfluss erzeugt, wandern die Proteine zum Pluspol und werden in einem 
Molekularsieb aus Acrylamidpolymeren in Abhängigkeit ihres 
Molekulargewichts aufgetrennt. Zur Vorbereitung wurden die Proben zunächst 
5 min bei 95°C in Probenpuffer denaturiert anschließend 1 min bei 13000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen. Die 
Polyacrylamid-Gele wurden nach Molecular Cloning in einer Prozentigkeit von  
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8 - 15 % hergestellt. (Sambrook, 2001). Zusätzlich wurde ein 
Molekulargewichtsstandard (Page Ruler, Fermentas) verwendet. Die 
Elektrophorese wurde zunächst für etwa 30 min bei 80 V durchgeführt bis die 
Proben das Trenngel erreicht hatten. Anschließend wurde die Spannung auf 
180-200 V für weitere 2 h erhöht bis die Bromphenolblaulauffront aus dem Gel 
herausgelaufen war. Die Gele wurden daraufhin mittels Coomassie gefärbt oder 
für den Western Blot vorbereitet. 
 
3x Probenpuffer für SDS-PAGE 
6 % (w/v)  SDS 
30 % (w/v) Glycerin 
150 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
0,02% (w/v) Bromphenolblau 
  
Laufpuffer für SDS-PAGE 
25 mM Tris-HCl 
190 mM Glycin 
0,1 % (w/v) SDS 
 
3.5.6 Western-Blot 
Im Anschluss an eine SDS-PAGE wurden die im PA-Gel enthaltenen Proteine 
mittels des semi-dry Western-Blot Verfahrens auf eine Nitrocellulosemembran 
transferiert (Burnette, 1981). Der Aufbau erfolgte wie in Abb. 3.2 dargestellt, mit 
dem Unterschied, dass statt zwei Wahtman-Papieren je ein dickes verwendet 
wurde. Für den Transfer der Proteine wurde, je nach Größe des Proteins und 
Anzahl der Blots, für 45-60 min eine Spannung von 12 V bei max. 400 mA 
angelegt. Eine erste Kontrolle des Transfers konnte durch Färbung der 
Membran mit Ponceau-Rot vorgenommen werden. Anschließend wurde die 
Membran für 1 h bei RT oder alternativ bei 4°C über Nacht in 5 % 
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Magermilchpulver/PBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der 
Membran abzusättigen. Nach dreimaligem Waschen für jeweils 10 min mit PBS 
wurde die Membran entweder für 1 h bei RT oder bei 4°C über Nacht mit 
Primärantikörper (siehe 2.5. 7) 
inkubiert. Danach wurde die 
Membran erneut dreifach für 10 
min mit PBS gewaschen und 
anschließend mit einem HRP-
gekoppelten Sekundärantikörper 
(siehe unten) für 1 h bei RT 
inkubiert. Überschüssiger Anti-
körper wurde mit einem letzten 
dreimaligem Waschschritt mit PBS 
entfernt und es erfolgte die 
Detektion der Proteine mit Hilfe des 
"SuperSignal West Dura Extended 
Duration Substrate"-Kit von Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA). Dazu 
wurden 200 µL einer Luminol-haltigen Lösung mit 200 µL einer Enhancer-
Lösung und 200 µL PBS gemischt und auf der Membran verteilt. Die Detektion 
des Chemilumineszenzsignals erfolgte mit Hilfe des ChemiLux-Imagers. Eine 
densitometrische Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Programms LabImage 
1D. 
 
Transferpuffer für Western-Blot 
48 mM  Tris-HCl 
39 mM Glycin 
0,04% (w/v) SDS 
20%  Methanol 
 
 
Abb. 3.2 Aufbau Western-Blot 
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Ponceau-Rot Färbelösung 
0,1% (w/v) Ponceau S 
1%  Essigsäure 
 
Blocklösung für Western-Blot 
5% (w/v) Milchpulver 
in PBS 
 
3.5.7 Verwendete Antikörper 
Antigen Klon Spezies pk/mk Hersteller Verdünnu
ng 
Erstantikörper 
     
β-Catenin - Kaninchen pk Sigma 1:300 
Caveolin-1 060 Maus mk BD 1:400 
CD-29 - Maus mk BD 1:300 
E-Cadherin - Maus mk BD 1:300 
Galectin-3 169 Kaninchen pk Prof. H.P. Elsässer 1:500 
GAPDH 1D4 Maus mk Clontech 1:300 
GFP  JL-8 Maus mk Clontech 1:500 
GFP (full length)  - Kaninchen pk BD 1:500 
gp80 - Ziege pk Santa Cruz 1:300 
gp114 - Kaninchen pk Prof. A. Le Bivic 1:4000 
Lamin - Kaninchen pk Santa Cruz 1:400 
α-Tubulin YL1/2 Maus mk Santa Cruz 1:500 
Villin - Kaninchen pk S. Rubunic 1:500 
      
HRP gekoppelte Erstantikörper    
LDH mit HRP - Ziege pk Abcam 1:1000 
      
Zweitantikörper 
     
Kaninchen-IgG - Ziege pk Invitrogen 1:2000 
Maus-IgG - Ziege pk Invitrogen 1:2000 
Ziege-IgG - Esel pk Santa Cruz 1:2000 
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3.5.8 Coomassiefärbung R-250 
Coomassie-Brilliant-Blau ist ein Triphenylmethan-Farbstoff, der sich an 
basische Aminosäuren anlagert und somit Proteine unspezifisch färbt. Mit 
Coomassie R-250 lassen sich Proteine im Polyacrylamidgel detektieren, die in 
einer Konzentration von ≥ 0,1µg/Bande vorliegen. 
 
Färbelösung: 50% Methanol, 10% Essigsäure, 0,06% Coomassie R250 
Entfärbelösung: 20% Methanol, 10% Essigsäure 
 
Die Gele wurden 45 min bei RT in der Färbelösung gefärbt und anschließend 
durch mehrmaliges Wechseln der Entfärbelösung entfärbt. 
 
3.5.9 TGN-Exit 
Proteine im klassischen sekretorischen Weg können während ihres Transports 
durch ER und Golgi-Apparat in diesen Kompartimenten festgehalten werden 
(Ladinsky et al., 2002). Der Proteintransport zwischen cis- und trans- Golgi-
Kompartiment ist bei 15 °C nicht mehr funktionsfähig. Bei 20°C verweilen die 
Proteine im trans-Golgi-Netzwerk. Um eine Arretierung von dem in dieser Arbeit 
im Fokus stehenden Protein, Galectin-3, zu erreichen, wurden Zellen zunächst 
zweimal mit PBS gewaschen und zweimal 10 min bei 37°C mit 20 µg/mL 
Trypsin in Medium (Ø FKS, Ø PSG) inkubiert, um die Interaktion von 
extrazellulärem Galectin-3 mit Glykokonjugaten auf der Zelloberfläche zu 
verhindern. Nach einem weiteren PBS Waschschritt erfolgte der TGN-Block in 
Vollmedium für 4 h bei 20°C. Nach 2 h TGN-Block wurde das Medium gegen 
Vollmedium mit 100 µg/µL Cycloheximid ausgetauscht, um eine 
Proteinneusynthese zu verhindern. Alle bis zu diesem Zeitpunkt synthetisierten 
Proteine sammeln sich dadurch im TGN. Durch anschließende Kultivierung der 
Zellen auf 37°C werden alle Proteine wieder aus dem TGN entlassen. Die 
Zellen wurden nach 0 min, 60 min und 120 min gesammelt und anschließend 
für eine Membranfraktionierung verwendet. 
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3.6 Spezielle Proteinbiochemische Methoden 
3.6.1 Herstellung von rekombinantem Galectin-3 
Zur Untersuchung der Endozytose und des Recyclings von Galectin-3 sowie zur 
Herstellung einer Galectin-3-Affinitätssäule wurde humanes rekombinantes 
Galectin-3 aus einem E. coli Stamm aufgereinigt. Zur Produktion wurden BL-21 
(DE3-) Bakterien (New England Biolabs, Ipswich (USA)), die bereits mit pET3c-
Gal-3 transformiert waren (freundlicherweise von Hakon Leffler, Lund, 
Schweden zur Verfügung gestellt), verwendet. In diesem E. coli Stamm ist das 
Gen für die T7 DNA-Polymerase unter Kontrolle eines lac-Promotors integriert. 
Diese sorgt nach Induktion mit Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) für 
die Expression des gewünschten Proteins. Weiterhin zeichnen sich BL-21 
(DE3)- Bakterien durch das Fehlen der Ion- und der ompT-Protease aus, was 
der ungewollten Degradation des Proteins in der Bakterienzelle vorbeugt. Die 
Bakterien wurden aus einem Tiefkühlstock auf eine LB-Agar-Platte mit 
Ampicillin ausgestrichen. Gewachsene Kolonien wurden zur Animpfung von 
200 mL LB-Medium (+ Ampicillin) verwendet. Nach Inkubation bei 37°C im 
Schüttelinkubator über Nacht wurden mit dieser Vorkultur 2 L LB-Medium (+ 
Ampicilin) angeimpft. Nach Erreichen einer OD280 von 0,5 wurde die 
Proteinexpression mit 1 mL 1M IPTG induziert. Die Bakterien wurden weitere 4 
h bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert, anschließend durch Zentrifugation bei 
6000 rpm für 15 min pelletiert und in 20 mL ME-PBS resuspendiert. Die Zellen 
wurden mittels Liqidizer aufgeschlossen und Zelldebris durch Zentrifugation bei 
4500 rpm bei 4°C für 30 min entfernt. Der Überstand wurde auf 1,5 mL 
Lactosyslsepharose-Beads (EY Laboratorie, san Mateo (USA)) gegeben und 
über Nacht bei 4°C inkubiert, um eine Bindung von Galectin-3 an die Beads zu 
ermöglichen. Die Beads wurden vorher 5 x mit 10 mL ME-PBS gewaschen. Am 
nächsten Tag wurden die Beads 2x mit 5 mL ME-PBS gewaschen und das 
rekombinante Galectin-3 durch Inkubation in 5 mL 150 mM Lactose in ME-PBS 
für 1,5 h bei 4°C auf dem Überkopfschüttler eluiert. Der Überstand wurde 
anschließend nach Anleitung des Herstellers über eine PD-10 Säule (GE 
Healthcar, Little Chalfont (UK)) in PBS umgepuffert und durch Zentrifugation bei 
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4000 rpm bei 4°C in Amicon Ultra 10K (Millipore, Billerica (USA)) auf ca. 2,5 mL 
eingeengt. Die Proteinkonzentration wurde durch Messung der Absorption bei 
280 nm und anschließender Berechnung mit folgender Formel bestimmt: 
 
A280 · Verdünnung · MW [Da] *1 
                        ɛ *2 
= β [ mg/mL] 
 
*1: ohne Multiplikation mit MW ergibt sich c [M] 
*2:  der Absorptionskoeffizient wurde durch Eingabe der Sequenz bei 
ProtParam  (www.expasy.org) bestimmt. Für Galectin-3 beträgt er: 35870. 
 
Neben rekombinantem Galectin-3 wurden für die Bindungsstudie Galectin-3-
Mutanten mit der gleichen Methode aufgereinigt. Dabei handelt es sich um die 
Kohlenhydratbindungsdomäne von Galectin-3 fusioniert mit Thioredoxin 
(TrxGal-3- ∆N) und ohne Thoiredoxinfusion (Gal3-∆N), die ebenfalls schon in 
BL-21 (DE3-) Bakterien transformiert mit pET3c-Gal-3 vorlagen (bereitgestellt 
von Hakon Leffler, Lund, Schweden) (Diehl et al., 2009). 
 
ME-PBS 
2 mM  EDTA 




1 % (w/v) Bacto-Trypton 
0,5 % (w/v) Bacto-Yeast-Extract 
1 % (w/v) NaCl 
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LB-Agar 
LB-Medium mit:  
1,5 % (w/v) Bacto-Agar 
100 µg/ mL Ampicillin 
 
3.6.2 Fluoreszenzmarkierung von rekombinanten Proteinen 
Für in vivo Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikroskopie und FACS wurden 
rekombinantes Galectin-3, Galectin-3-∆N und Choleratoxin Untereinheit B 
(Sigma Aldrich, München) mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Dadurch 
war sowohl eine Lebendzellbeobachtung, als auch eine Unterscheidung vom 
jeweiligen endogenen Protein möglich. Für die Markierung wurden die 
Farbstoffe Alexa-488, Alexa-647 und pHrodo, ein pH-sensitiver Farbstoff, 
verwendet (alle von Invitrogen, Carlsbad (USA)). Die Konjugation erfolgte nach 
Herstellerangaben mit dem Unterschied, dass bei der Trennung von 
unkonjugiertem Farbstoff von konjugiertem Protein anstelle der mitgelieferten 
Säule eine PD-10 Säule verwendet wurde. Die Proteinkonzentration und die 
Markierungseffizienz wurden anhand folgender Formeln berechnet: 
 
Proteinkonzentration Gal-3-A488: 
c[M]= [A280 - (A494 · 0,11)] · Verdünnungsfaktor 
                                ɛ 
 
Proteinkonzentration Gal-3-A647 bzw. Choleratoxin Subunit B: 
c[M]= [A280 - (A650 · 0,03)] · Verdünnungsfaktor 
                                ɛ 
 
Proteinkonzentration Gal-3-pHrodo: 
c[M]= [A280 - (A560 · 0,12)] · Verdünnungsfaktor 
                                ɛ 
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Markierungseffizienz Gal-3-A488: 
Mol Farbstoff/Mol Protein = 
A494 · Verdünnungsfaktor 
           71.000 · c[M] 
 
Markierungseffizienz Gal-3-A647 bzw. Choleratoxin Untereinheit B: 
Mol Farbstoff/Mol Protein = 
A650 · Verdünnungsfaktor 
           239.000 · c[M] 
 
Markierungseffizienz Gal-3-phrodo: 
Mol Farbstoff/Mol Protein = 
A560 · Verdünnungsfaktor 
           65.000 · c[M] 
 
3.6.3 Herstellung einer Affinitätssäule mit rekombinantem Galectin-3 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Bindungspartner von Galectin-3 mit Hilfe einer 
Affinitätssäule isoliert werden. Dabei wurden Zelllysate von RC-124 und RCC-
FG1 Zellen verwendet. Zur Herstellung der Säule wurde rekombinantes 
Galectin-3 mittels einer PD-10-Säule in Kopplungspuffer umgepuffert und 
mittels Amicon Ultra 10K auf 2 mL (5 mg/mL) eingeengt. Das rekombinante 
Protein wurde an eine Hi-Trap NHS-activated HP Säule (GE Healthcare, 
Uppsala (Schweden)) gekoppelt. Der gesamte Kopplungsprozess wurde bei RT 
durchgeführt und die Säule an eine Peristaltikpumpe mit einer 
Flussgeschwindigkeit von 1 mL/min angeschlossen. Vor der Kopplung des 
Proteins wurde das in der Säule befindliche Isopropanol zunächst durch Spülen 
mit 6 mL 1 mM HCl ausgewaschen. Anschließend wurde die Säule mit 6 mL 
eiskaltem PBS gewaschen und die Lösung mit rekombinantem Protein 
aufgetragen. Nach 30 min Zirkulation der Protein-Lösung wurde die Säule 
verschlossen und für 30 min bei RT inkubiert. 
Die Kopplungseffizienz wurde über eine A280 Messung des bei der Kopplung 
freigesetzten N-Hydroxysuccinimid bestimmt. Dazu wurden 3 mL 
Kopplungspuffer auf die Säule gegeben und dieser aufgefangen 
(Waschfraktion). Anschließend wurden 0,5 mL davon mit 2 mL Puffer C auf eine 
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PD-10-Säule (äquilibriert mit Puffer C) gegeben und der Durchfluss verworfen. 
Danach wurde mit 1,5 mL Puffer C eluiert und die Absorption bei 280 nm 
gemessen. 
Die Menge an gebundenem Galectin-3 wurde mit folgender Formel berechnet: 
 
Geladene Kopplungslösung: A = A280 Kopplungslösung · V Kopplungslösung 
 
Menge nicht gebundenes Protein: 
B = 
A280 Kopplungslösung nach PD-10 Lauf · 1,5(V Puffer C von PD-10 eluiert) · V Waschfraktion 
                                    0,5(V Waschfraktion auf PD-10 geladen)  
 
Kopplungseffizienz (%):  (A - B) 
 Ax100 
 
Vor der Beladung der Säule mit Zelllysat erfolgte eine Deaktivierung 
überschüssiger aktiver Gruppen an der Säule, die kein Protein gebunden haben 
und überschüssiges nicht gebundenes Galectin-3 wurde ausgewaschen. Dazu 
wurde die Säule abwechselnd mit 6 mL Puffer A und B gewaschen, 30 min bei 
RT in Puffer A inkubiert und zuletzt nochmals abwechselnd mit beiden Puffern 
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt mit Puffer B wurde die Säule mit 
Zelllysat beladen oder bis zur weiteren Verwendung in 2 mL 0,05 M (w/v) 
Na2HPO4 + 0,1 % NaN3 haltigem Puffer, pH 7 bei 4°C gelagert. 
 
Kopplungspuffer 
0,2 M (w/v) NaHCO3 
0,5 M (w/v) NaCl 
pH 8,3 
HCl-Waschpuffer 
1 mM  HCl 
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Puffer A 
0,5 M  Ethanolamin 




0,1 M  Natriumacetat 
0,5 M   NaCl 
pH 4,0 
 
Puffer C (Äquilibrierungspuffer) 
0,1 M   NaH2PO4 
0,15 M NaCl 
pH 7 
 
3.6.4 Isolierung von Galectin-3 Bindungspartnern aus RC-124 und RCC-
FG1 Zellen  
Für die Isolation von Galectin-3 Bindungspartnern wurden RC-124 und RCC-
FG1 Zelllysate (siehe 3.5.1 Herstellung von Zelllysaten) verwendet. Die Säule 
wurde an eine Peristaltikpumpe angeschlossen und die Flussrate auf ≤ 1 
mL/min eingestellt. Alle Schritte wurden mit eiskalten Lösungen und bei 4°C 
durchgeführt. Nach erfolgreicher Kopplung von Galectin-3 an eine Hi-Trap 
NHS-activated HP Säule wurde diese zunächst 30 min mit eiskaltem PBS 
gespült. Das Zelllysat wurde 1:20 mit PBS verdünnt und zunächst für 30 min 
über die Säule zirkulieren lassen. Anschließend erfolgte eine 30 minütige 
Inkubation ohne eingeschaltete Pumpe. Die Säule wurde dann 30 min mit 
eiskaltem PBS gewaschen und die Waschfraktionen á 500 µL gesammelt. Die 
an Galectin-3 gebundenen Liganden wurden mittels 150 mM Lactose in PBS 
von der Säule eluiert und in Fraktionen á 500 µL aufgefangen. Die Säule wurde 
zur Lagerung 30 min mit PBS gewaschen und wie in 3.6.4 beschrieben 
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aufbewahrt. Die Proteinkonzentration der Elutionsfraktionen sowie der 
Waschfraktionen wurden mittels der Absorption bei 280 nm mit Hilfe einer 




Zur Untersuchung der Transportkinetik spezifischer Transmembranproteine 
wurden diese mittels Oberflächenbiotinylierung von der apikalen und 
basolateralen Plasmamembran isoliert. Bei dieser Methode werden die Zellen 
mit einem membranundurchlässigen Biotin-Derivat inkubiert, das alle 
peripheren Proteinbestandteile durch Bindung an deren primäre Aminogruppen 
verknüpft. Anschließend können die Oberflächenproteine durch Ausnutzung der 
Avidin/Biotin-Wechselwirkung mittels Neutravidinbeads aus dem Lysat isoliert 
werden. 
Für die Durchführung wurden 7 Tage alte auf PET Filtern im 6 Loch-Format 
kultvierte MDCK-Zellen verwendet. Die Zellen wurden dreimal mit PBS++ 
gewaschen und anschließend nur die apikale oder basolaterale Seite mit Sulfo-
NHS-LC Biotin (Thermo Scientific, Rockford (USA); 1,2 mg/mL in PBS++; 
Stock: 400 mg/mL in DMSO) für 30 min bei 4°C schüttelnd inkubiert. Die jeweils 
andere Filterseite wurde währenddessen mit PBS++ inkubiert. Überschüssiger 
Crosslinker wurde durch dreimaliges Waschen mit 0,1 M Glycin in PBS++ 
beseitigt. Anschließend erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit PBS++ und 
die 6 Loch Schale wurde über Nacht bei -20°C eingefroren. Am nächsten Tag 
wurden die Zellen von dem Filter abgelöst und in 0,5 mL Puffer 1 (ohne BSA, 
auf 37°C vorgewärmt) mit 10 µL PI in ein Reaktionsgefäß überführt. Die 
anschließende Lyse wurde für 30 min bei 4°C auf dem Überkopfschüttler 
durchgeführt, Zelldebris für 10 min bei 13000 rpm und 4°C die pelletiert und 50 
µL des Überstandes als Lysatprobe abgenommen und mit 3x SDS-
Probenpuffer gemischt. Der restliche Überstand wurde in ein Reaktionsgefäß 
mit vorbereiteten Neutravidinbeads gegeben und über Nacht bei 4°C auf dem 
Überkopfschüttler inkubiert. Pro Probe wurden am Vortag 60 µL 
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Neutravidinbeads (Pierce, Rockwell (USA)) mit 1 mL Puffer 1 (mit BSA) 
gemischt und über Nacht bei 4°C auf dem Überkopfschüttler inkubiert. Am 
nächsten Tag wurden die Beads zweimal mit 1 mL Puffer 1 (mit BSA) 
gewaschen und jeweils für 2 min bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem 
letzten Zentrifugationsschritt wurde jeweils 1 µL PI und 10 µL 10% (w/v) BSA an 
den Rand des Reaktionsgefäßes pipettiert bevor die Probe aufgetragen wurde. 
Nach Inkubation über Nacht wurden die Proben mit den Beads in Mobicols 
(MoBiTec, Göttingen) überführt und je einmal mit Puffer 1 (mit BSA) bis Puffer 4 
gewaschen. Zur Elution der Proteine wurden die Mobicols mit einer Kappe 
verschlossen, die Beads in 40 µL 2x SDS-Probenpuffer für 5 min bei 95°C 
inkubiert und die Proteine durch Entfernen der Kappe und anschließender 
Zentrifugation bei 6000 rpm aus den Mobicols eluiert. 
 
Puffer 1 
20 mM  Tris 
150 mM  NaCl 
5 mM   EDTA 
1 % (v/v)  Triton X-100 




20 mM  Tris 
150 mM  NaCl 
5 mM   EDTA 
0,5 % (v/v)  Triton X-100 
0,1 % (w/v)  SDS 
0,2 % (w/v)  BSA 
pH 8,0 
 




S e i t e  | 69 
Puffer 3 
20 mM  Tris 
500mM  NaCl 
0,5 % (v/v)  Triton X-100 








Mit Hilfe der Co-Immunpräzipitation können Interaktionspartner eines Proteins 
nachgewiesen werden. Dazu wird die zu untersuchende Probe mit einem 
Antikörper gegen ein bekanntes Zielprotein inkubiert. Dadurch kommt es zur 
Bildung eines Antikörper-Antigen-Komplexes, der auch Proteine, die mit dem 
bekannten Protein interagieren, beinhaltet. Um diesen Komplex aus der 
Gesamtprobe zu isolieren, werden Protein A oder G gekoppelte Sepharose-
Kügelchen (PAS bzw. PGS) verwendet, die Antikörper reversibel über ihre Fc-
Domäne binden können. Die Antikörper und daran assoziierte Proteine lassen 
sich anschließend durch Zentrifugation von dem restlichen Zelllysat trennen. 
Zur Durchführung wurden pro Ansatz Zelllysate aus sechs 10 cm Schalen mit 
RC-124, RCC-FG1 oder MDCKp75GFP Zellen verwendet (siehe 3.5.1 Herstellung 
von Zelllysaten). Alle Schritte wurden auf Eis (4°C) durchgeführt. Nach 
Entfernung der Zelldepris wurden 50 µL Überstand als Lysatprobe entnommen 
und mit 3x SDS-Probenpuffer gemischt. Der restliche Überstand wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und für 1 h bei 4°C auf dem Überkopfschüttler 
mit 30 µL PAS bzw. PGS inkubiert. Durch dieses Preclearing sollten alle 
Proteine, die unspezifisch an Sepharose-Beads binden und somit falsch 
positive Ergebnisse hervorrufen, entfernt werden. Anschließend wurden die 
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Beads für 2 min bei 6000 rpm abzentrifugiert, der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und für 1 h bei 4°C auf dem Überkopfschüttler mit 
dem spezifischen Antikörper inkubiert. Nach Zugabe von 50 µL PAS bzw. 70 µL 
PGS erfolgte eine Inkubation schüttelnd bei 4°C über Nacht. Am nächsten Tag 
wurden die Beads je zweimal mit 0,1 % (v/v) NP-40 in PBS und PBS 
gewaschen und der gebundene Antikörper-Ligand-Komplex mit 50 mL 1x SDS-
Probenpuffer durch 5 min bei 95°C und anschließender Zentrifugation bei 1000 
rpm für 30 s von den Beads eluiert. 
Für Co-IPs mit humanem Nierengewebe wurden nach Nephrektomie 
Gewebeteile aus der normalen Niere und des Tumors entnommen und in 10 mL 
Co-IP-Lysispuffer mit 500 mL PI aufgenommen. Das Gewebe wurde in einem 
Potterröhrchen durch 10-15 langsame Strokes bei 250 rpm mit einem Douncer 
homogenisiert, anschließend in ein Reaktionsgefäß überführt und für 30 min bei 
4°C auf dem Überkopfschüttler inkubiert. Zelldepris und intakte Zellen wurden 
bei 4500 rpm für 5 min bei 4°C pelletiert. 1 mL Überstand wurde als Lysatprobe 
entnommen und mit 3x SDS- Probenpuffer gemischt. Der restliche Überstand 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß gegeben und mit 200 mL PAS versetzt. 
Nach dem Preclearing für 1 h bei 4°C wurden die Beads bei 4000 rpm für 5 min 
pelletiert, der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und über Nacht 
bei 4°C auf dem Überkopfschüttler mit 4,5 µL Antikörper inkubiert. Am nächsten 
Tag wurden 500 µL PAS-Beads zugegeben und weitere 2 h schüttelnd bei 4°C 
inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 4000 rpm für 2 min bei 4°C wurde der 
Überstand verworfen und die Beads 2x mit 0,1 % (v/v) NP-40 in PBS und 
anschließend 4 x mit PBS gewaschen. Die Proteine wurden mittels 60 µL 3x 
SDS-Probenpuffer bei 95 °C für 5 min von den Beads eluiert und anschließend 
mittels Western-Blot analysiert. 
 
Verwendete Antikörper 
Antigen Klon Spezies pk/mk Hersteller Verdünnung PAS/ PGS 
Galectin-3 169 Kaninchen pk Prof. H.P. Elsässer  4,5 µL/9000 µL PAS 
Galectin-3 169 Kaninchen pk Prof. H.P. Elsässer  1 µL/500 µL PAS 
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3.6.7 Esi-MS/MS 
Mit Hilfe des Esi-MS/MS (Electrospray-Ionization Tandem Mass Spectrometry) 
Verfahrens können generell Proteine identifiziert werden. Zur Identifikation von 
Interaktionspartnern wurden Zelllysate der RC-124 und RCC-FG1 Zelllinie 
hergestellt (siehe 3.5.1Herstellung von Zelllysaten) und anschließend über eine 
Galectin-3-Affinitätssäule auf Bindungspartner untersucht (siehe 3.6.4 
Isolierung von Galectin-3-Bindungspartnern aus RC-124 und RCC-FG1 Zellen). 
Die Eluate wurden anschließend mit Hilfe eines LTQ-FT Massenspektrometer 
(Thermo Fischer Scientific) mit einer Auflösung von 100.000 in der 
Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Uwe Linne mit Unterstützung von Herrn Dr. Stefan 
Baumeister an der Philipps-Universität Marburg untersucht. 
 
3.6.8 Fluoreszenzpolarisation 
Mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisation kann die Interaktion zwischen zwei 
Molekülen in Lösung bestimmt werden. Das Prinzip der Messung beruht auf 
dem Einsatz von zwei Polarisationsfiltern, die sich im Exzitations- und 
Emissions-Strahlengang eines Fluoreszenz Spectrophotometers befinden. 
Dabei ist der erste Filter für die Erzeugung von linear polarisiertem Licht 
zuständig, das anschließend auf die Probe fällt. Mit dem zweiten Filter wird die 
Intensität des Emissionslichts bei zwei Stellungen des Filters relativ zur Stellung 
des Polarisators analysiert. 
Aufgrund der Brownschen Molekularbewegung rotieren Moleküle in Lösung. 
Dabei ist die Bewegung von kleinen Molekülen schneller als die von großen 
Molekülen. Wird ein kleines fluoreszierendes Molekül in Lösung mit linear 
polarisiertem Licht angeregt, wird das emittierte Licht depolarisiert (Abb. 3.3). 
Bindet dieses Molekül an einen Interaktionspartner verlangsamt sich die 
Rotationsbewegung und das emittierte Licht ist weniger depolarisiert. Durch 
Titration eines Interaktionspartners des fluoreszierenden Moleküls und die 
Analyse des emittierten Lichts kann die Dissoziationskonstante der beiden 
Moleküle bestimmt werden (Kakehi et al., 2001). 
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Abb. 2.3 Fluoreszenzpolarisation 
Ein kleines Fluoreszenz gekoppeltes Molekül weist in Lösung eine schnelle Rotationsbewegung 
auf. Fällt polarisiertes Licht auf dieses Molekül wird durch die schnelle Bewegung 
depolarisiertes Licht emittiert. Bindet nun ein Rezeptor an diesen Liganden kommt es zur 
Verlangsamung der Rotationsbewegung und zur Veränderung der Depolarisation des 
emittierten Lichts. 
 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Fluoreszenzpolarisationsstudien sollten 
Dissoziationskonstanten von Galectin-3 mit unterschiedlichen Liganden in 
Abhängigkeit des pH Wertes ermitteln. Als Liganden wurden 2`Fucosyllactose 
(FucLac) und das Blutgruppen Glycan A-tetra (A-Tetra) verwendet. Beide waren 
über einen Ethylamin Linker mit Fluorescein gekoppelt. Außerdem wurde 
Asialofetuin (Sigma Aldrich) als Inhibitor verwendet. Galectin-3 wurde wie in 
3.6.1 beschrieben hergestellt. Die Fluoreszenzpolarisationsmessung wurde mit 
einem Polar Star PHERAstar FS (BMG LABTECH, Offenburg) mit der Software 
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Mars Version 2.10 R3 durchgeführt. Die Exzitationswellenlänge betrug 485 nm 
und die Emission wurde bei 520 nm gemessen. Jede Messung wurde auf die 
Fluoreszenzintensität des jeweiligen freien Liganden bezogen. Für jeden pH 
Wert wurden feste Konzentrationen des Liganden (0,1 µM) oder Inhibitors (10 
µM ASF) eingesetzt und mit einer Konzentrationsreihe (0,1 - 10 oder 50 µM) 
von Galectin-3 in einem Endvolumen von 200 µL gemischt. 
Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Tobias von Mach durchgeführt. 
 
3.7 Zellbiologische Methoden 
3.7.1 Isolation von Zellkernen 
Zur näheren Untersuchung der Galectin-3 Expression und Lokalisation in 
Epithelzellen der humanen Niere und in Tumorzellen des klarzelligen 
Nierenzellkarzinoms, wurden Zellkerne vom Zytosol der Zelle getrennt. Für 
diese Isolation wurden zum einen RC-124 und RCC-FG1 Zellen, auf 10 cm 
Schalen gewachsen und sechs Tage alt, verwendet und zum anderen 
Gewebeproben aus der normalen Niere und aus dem Tumorgewebe sofort 
nach Nephrektomie. Sämtliche Puffer wurden auf 4°C vorgekühlt und die 
Kernisolation wurde modifiziert nach dem Protokoll von Madej (Madej et al., 
2003) auf Eis durchgeführt. Zu Beginn der Isolation wurde das Gewebe in 2 mL 
STM Puffer mit PI mit Hilfe des Douncers homogenisiert bzw. wurden pro 
Ansatz vier konfluente Platten mit Zellen in 2 mL STM Puffer mit PI 
aufgenommen und durch mehrmaliges Pipettieren mit einer blauen 
Pipettenspitze lysiert. Nach anschließender Zentrifugation der Homogenate 
bzw. Lysate bei 3000 rpm für 10 min bei 4°C wurde der Überstand gesammelt 
(Zytosolfraktion). Das Pellet wurde 2x in je 1 mL STM Puffer + 0,5 % Triton-X-
100 gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde für 10 min bei 4°C und 3000 
rpm zentrifugiert. Nach der letzen Zentrifugation wurde der Überstand 
verworfen und das Pellet in 400 µL KSTM Puffer + 20 % Glycerol resuspendiert. 
Anschließend erfolgte der Kernaufschluss mittels Ultraschallbehandlung und 
die Proben wurden für 30 min auf Eis inkubiert und alle 5 min kurz gevortext. 
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Nach einer Zentrifugation für 15 min bei 11000 rpm bei 4°C wurde der 
Überstand mit den darin befindlichen löslichen Proteinen abgenommen und bis 
zur weiteren Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot bei - 80 °C gelagert. 
 
STM Puffer 
0,25 M (w/v)  Sucrose 
20 mM (w/v)  Tris-HCl 




0,25 M (w/v)  Sucrose 
20 mM (w/v)  Tris-HCl 
3 mM (w/v)  MgCl2 
0,4 M (w/v)  KCl 
5 mM (w/v)  DTT 
pH 7,85 
 
3.7.2 Endozytose von rekombinanten Proteinen 
Die Untersuchung von Endozytosebedingungen und des Recyclings von 
Galectin-3 ist mit Hilfe von endogenem Protein nur eingeschränkt möglich. 
Deshalb wurde für diese Versuche exogen zugebenes rekombinantes Protein 
verwendet. Für einen Teil der Endozytoseversuche wurde rekombinantes 
Galectin-3 und Choleratoxin Untereinheit B mit einem Alexa-
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (siehe 3.6.2 Fluoreszenzmarkierung von 
rekombinantem Protein). Für die Aufnahme des Proteins wurden 5-7 Tage alte 
konfluente Zellen in 10 cm Schalen oder auf Filtern in 6 oder 24 Loch-Schalen 
verwendet. Die Zellen wurden zunächst 2x für 30 min bei 37°C mit FKS- und 
Antibiotika freiem Medium inkubiert. Danach wurden sie 2x mit PBS++ 
gewaschen und 1,5 µM, 2 µM oder 5 µM rekombinantes Protein in PBS++ zur 
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apikalen Membran gegeben. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 30 min 
bei 4°C. Dieser Schritt diente der Anlagerung des Proteins an die Zellmembran 
und garantierte eine anschließende synchronisierte Aufnahme. Diese erfolgte 
bei 37°C für 0-60 min. Je nach Versuch wurde das Protein entweder nach 10-
30 min durch PBS++ ersetzt oder für die angegebenen Zeitpunkte auf den 
Zellen belassen. Der Waschschritt erfolgte entweder mit 150 mM Lactose in 
PBS oder 0,2 % Essigsäure für 2x 5 min auf Eis und einem anschließenden 
PBS++ Waschschritt. 
Für die Untersuchung der Endozytose von Galectin-3-pHrodo wurden die Zellen 
1h mit 60 µg/mL Chloroquin inkubiert und anschließend die Aufnahme des 
Lectins in Anwesenheit von Chloroquin durchgeführt. 
 
3.7.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) 
Die FACS- (fluorescence activated sorting) Analyse ist eine Messung von 
Streu- und/oder Fluoreszenzlicht, das von Einzelzellen in Suspension 
ausgesendet wird. Suspendierte Zellen werden an einem Laserstrahl 
vorbeigeführt und mittels Messung der Lichtstreuung können Zellgröße und 
Granularität bestimmt werden. Die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen 
ermöglicht zusätzlich eine Selektion von speziellen Zellen in einem Zellpool. In 
dieser Arbeit wurde die Endozytose von Galectin-3 und Choleratoxin 
Untereinheit B, welche mit Alexa-647 gekoppelt waren, bei unterschiedlichen 
pH Werten in MDCK Zellen untersucht. Die Aufreinigung des Lectins und die 
Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffes erfolgten wie in 3.6.1 und 3.6.2 
beschrieben. Für die Durchführung wurden MDCKp75GFP Zellen 5 Tage in 24 
Lochschalen kultiviert verwendet. Die Zellen wurden 3x mit PBS++ gewaschen 
und anschließend wurde eine Aufnahme der Proteine wie in 3.7.2 Endozytose 
von Galectin-3 beschrieben, durchgeführt, wobei 2 µM rekombinantes Protein 
anstatt in PBS++ in EPPS-Puffer, pH 5,9; pH 6,5 oder pH 7,4, auf die Zellen 
gegeben wurde. Nach 1 h Endozytose bei 37°C wurden die Zellen 3x PBS 
gewaschen, für 30 min mit 250µL Trypsin/EDTA inkubiert und anschließend in 
500 µL SLB-Puffer aufgenommen. Die Zellen wurden für 3 min bei 6000 rpm 
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pelletiert und nach der Resuspension in 500 µL SLB-Puffer im FACS (BD Canto 
II mit BD Diva Software, BD, Heidelberg) nach ihrer Fluoreszensintensität 
untersucht. 
EPPS-Puffer 
125 mM (w/v) NaCl 
5 mM (w/v)  KCl 
1 mM (w/v)  MgCl2 
1 mM (w/v)  CaCl2 
in 20 mM (w/v) EPPS (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinepropanesulfon 
Säure) 
pH 7,4; 6,5; 5,9 
 
SLB- Puffer 
25 mM (w/v)  Hepes  
150 mM (w/v) NaCl 
pH 7,4 
 
3.7.4 DRM-Floating Analyse von MDCK II Zellen 
DRMs (Detergenz-resistente Mikrodomänen) sind dicht gepackte Cholesterol- 
Sphingolipid- und Glycolipid- reiche Membranabschnitte (Kurzchalia et al., 
1992). Sie lassen sich mittels Dichtegradientenzentrifugation von den übrigen 
Zellbestandteilen trennen und zeichnen sich durch ihre Unlöslichkeit in nicht-
ionischen Detergenzien bei 4°C aus (Yu et al., 1973). Bei dieser Präparation 
erfolgte zunächst die Isolation von Membranfragmenten, aus denen dann im 
Anschluss die DRMs isoliert wurden (Abb. 3.4) (Fiedler et al., 1993). Die 
gesamte Analyse wurde auf Eis bzw. bei 4°C durchgeführt und alle Lösungen 
waren mit PI (10µL/mL) versetzt und vorgekühlt. Durch vorherige 
experimentelle Ansätze war bekannt, dass Saccharose die Bindung von 
Galectin-3 an seine Liganden beeinflusst. Deshalb wurde für diese Gradienten 
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Nycodenz, ein nicht-ionisches tri-iodinisiertes Derivat der Benzoesäure, als 
Gradientenmaterial verwendet. 
 
Für einen Ansatz wurden 6x 10 cm Schalen mit konfluenten voll 
auspolarisierten MDCKGal-3YFP bzw. MDCKGal3-R186S Zellen verwendet. Die Zellen 
wurden 2x mit PBS gewaschen, von der Schale gelöst und in 6 mL PBS 
aufgenommen. Nach einer 20 minütigen Inkubation bei 4°C wurden sie für 5 
min bei 1500 rpm pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 2 
mL 5 % Nycodenz in Hepes-Puffer durch Schütteln resuspendiert und 
anschließend für 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
erneut verworfen und das Pellet in 2 mL 5 % Nycodenz gelöst. Durch 
zehnmaliges auf- und abpipettieren mit einer blauen Mikropipetten-Spitze 
wurden die Zellen von einander gelöst. Danach wurde die Plasmamembran 
zerstört durch 15x Aufsaugen in einer 1 mL Spritze mit 26G Kanüle und 
anschließendem Scheren im Dounce-Homogenisator (10x). Die Suspension 
wurde durch Zentrifugation für 10 min bei 3000 rpm von Zelldebris und -kernen 
befreit. Anschließend wurden 2 mL des perinukleären Überstandes (PNS) in ein 
Ultrazentrifugen (UZ) -Röhrchen überführt, mit DTT (Endkonzentration 1 mM) 
Abb. 3.4 Membranfraktionierung und DRM Isolation mittels Dichtegradienten-
zentrifugation 




S e i t e  | 78 
versetzt und mit 2 mL 60 % Nycodenz gemischt. Die Lösung wurde dann mit 6 
mL 30 % Nycodenz überschichtet und das Röhrchen mit 2-3 mL 20 % 
Nycodenz aufgefüllt. Die Phasengrenzen wurden markiert und die 
Membranfraktionen durch Zentrifugation für 20 h bei 4°C und 38000 rpm im 
SW-41 Rotor von den restlichen Bestandteilen getrennt. Nach der 
Zentrifugation konnten die an der Trennschicht zwischen 20 % und 30 % 
Nycodenz angesammelten Membranfraktionen entnommen werden, und es 
erfolgte die DRM Isolation. Dazu wurden 3 mL der entnommen Schicht mit den 
Membranfraktionen in ein neues UZ-Röhrchen überführt, mit TNE-Puffer 
aufgefüllt, gut gemischt und anschließend für 2 h bei 38000 rpm zentrifugiert. 
Das daraus resultierende Pellet wurde dann in 1,8 mL TNE-Puffer 
resuspendiert und es folgte die Extraktion mit 200 µL Triton-X-100 (Stocklösung 
10 % (v/v)) für 30 min auf Eis. Dadurch wurden die Membranfragmente 
aufgelöst und Membranproteine solubilisiert. Anschließend wurde die 
Suspension mit 2 mL 60 % Nycodenz gemischt, mit 6 mL 26 % Nycodenz in 
TNE-Puffer überschichtet und mit 2-3 mL 2,5 % Nycodenz in TNE-Puffer 
aufgefüllt. Nach 19 h Zentrifugation bei 38000 rpm konnten 1 mL Fraktionen mit 
Hilfe einer Peristaltikpumpe abgenommen werden. Die DRMs befanden sich an 
der Trennschicht zwischen 2,5 % und 26 % Nycodenz, was den Fraktionen 2-5 
entsprach. Die Fraktionen wurden anschließend mittels TCA/Aceton gefällt und 
durch SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. 
 
TNE 
25 mM  Tris/HCL   
150 mM  NaCL  
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HEPES  
10 mM  Hepes/ Na  
2 mM   EGTA  
pH 7,4  
60 % Nycodenz  
60 g/100mL bidest (nach und nach zugeben, rühren und erhitzen) 
 
Gradientenlösungen 





30 % 12,5 12,5 - 
20 % 16,7 33,3 - 
5 % 3,3 36,7 - 
26 % 8,7 - 11,3 
2,5 % 0,4 - 9,6 
 
3.7.5 NH4Cl-Behandlung 
In wässriger Lösung zerfällt Ammoniumchlorid (NH4Cl) unter anderem zu 
Ammoniak (NH3): 
NH4Cl + H2O            NH3 + Cl- + H3O+ 
 
Die meisten Zellmembranen sind für Ammoniumionen (NH4+) nicht permeabel 
wohingegen gasförmiges Ammoniak diese leicht passieren kann. Wird 
extrazellulär eine NH4Cl-Lösung zu einer Zelle gegeben, dringt NH3 schnell in 
diese ein und gelangt in intrazelluläre (saure) Kompartimente. In diesen 
verbindet es sich mit Wasserstoffionen zu Ammonium, was zur Folge hat, dass 
der pH Wert dieser Kompartimente ansteigt. Die Änderung des pH Wertes kann 
mit Hilfe von pH sensitiven Fluorophoren nachgewiesen werden. Zudem 
können durch die Kopplung eines pH sensitiven Fluorophors an ein Protein 
Rückschlüsse über die Lokalisation dieses Proteins in sauren Kompartimenten 
gezogen werden. 
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Zur Durchführung wurden die Zellen zum einen für 12 h mit 20 mM oder 50 mM 
NH4Cl in Vollmedium behandelt (siehe 3.7.6 Sekretionsassay und 
Oberflächenbiotinylierung) oder 20 mM bzw. 50 mM NH4Cl in PBS++ wurden 
während der Messung zu den Zellen zugegeben (siehe 3.10.1. 
Lebendzellbeobachtung). 
 
3.7.6 Sekretionsassay und Oberflächenbiotinylierung 
Zur Untersuchung des Einflusses von NH4Cl auf die gp80 Sekretion wurden 
sechs Tage alte voll auspolarisierte MDCKp75GFP Zellen auf Filtern in 6 
Lochschalen verwendet. Die Zellen wurden für 12 h mit 20 mM und 50 mM 
NH4Cl +/- 50 mM Lactose in Vollmedium bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag 
wurde das Medium abgenommen, die Zellen 2x mit PBS++ gewaschen und für 
weitere 2 h mit 20 mM und 50 mM NH4Cl +/- Lactose in Medium mit PSG aber 
ohne FKS und Phenolrot bei 37°C inkubiert (500 µL apikal, 1000 µL 
basolateral). Anschließend wurde das apikale Medium und 500 µL 
basolaterales Medium gesammelt, jeweils 10 µL PI zugegeben und vorhandene 
Zellen und Verunreinigungen durch Zentrifugation bei 1000 rpm für 5 min bei 
4°C entfernt. Der Überstand wurde in einen Amicon Zentrifugenfilter (cut off bei 
10 kDa) (Millipore, Billerica, USA) überführt und für 30 min bei 12200 rpm bei 
4°C auf 25 µL ankonzentriert. Durch umgekehrtes Einsetzen der Filtereinsätze 
in neue Reaktionsgefäße und Zentrifugation bei 2000 rpm für10 min konnte die 
Probe eluiert werden. Anschließend wurden 15 µL 3x SDS Probenpuffer 
zugegeben und die Probe bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. 
Die verwendeten Zellen wurden nach Abnahme des apikalen und basolateralen 
Mediums außerdem auf die Membranverteilung von p75-GFP mittels 
Oberflächenbiotinylierung untersucht (siehe 3.6.5 Oberflächenbiotinylierung). 
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3.8 Histologie 
3.8.1 Gewebeentnahme 
Im Rahmen dieser Studie wurden nach Nephrektomie je ca. 1,5 x 1,5 cm große 
Gewebeproben aus unterschiedlichen Bereichen der Niere entnommen (Abb. 
3.5). Bei diesen Bereichen handelte es sich um normales Nierengewebe, den 
Übergang (Bereich zwischen normalem und Tumorgewebe) und den 
eigentlichen Tumor. Die Gewebeproben wurden in 20 mL PBS mit 500 µL PI 
auf Eis transportiert. Anschließend wurden die Proben neben Co-





Abb 3.5 Probenentnahme nach Nephrektomie 
Nach Entnahme der Niere wurden aus drei unterschiedlichen Bereichen der Niere 
Gewebeproben entnommen. Dabei handelte es sich um den normalen Nierenbereich (1), den 
Übergangsbereich (2) und den Bereich des Tumors (3). 
Bild: Klinikum Dortmund GmbH, modifiziert. 
 
3.8.2 Fixierung und Paraffineinbettung  
Unmittelbar nach Entnahme der Gewebeproben wurden diese für die Histologie 
zugeschnitten und 24 h in 20 fachem Volumen Carnoy oder Para-Formaldehyd 
(4 % (w/v) in PBS) fixiert. Nachdem alle Gewebeproben in kleine 
Einbettkassetten gelegt wurden erfolgte die Entwässerung. Die Carnoy-fixierten 
Proben wurden bei 4°C über Nacht in 70 % Ethanol entwässert während die 
Formalin-fixierten Proben für 3 h fließend gewässert und anschließend 
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ebenfalls bei 4°C über Nacht in 70 % Ethanol inkubiert wurden. Am nächsten 
Tag wurden die Formalin-fixierten Proben zur weiteren Entwässerung in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe zuerst für 2 h in 80 % Ethanol, dann für 2 h in 96 % 
Ethanol und abschließend mit den Carnoy-fixierten Proben zweimal 2 h in 
Isopropanol inkubiert. 
Neben der Carnoy- und PFA-Fixierung wurde eine Methanolfixierung 
durchgeführt. Die Gewebeproben wurden dafür für je 30 min in einer 
aufsteigenden Methanolreihe von 70 - 100 % inkubiert. Anschließend erfolgte 
eine 30minütige Inkubation in Isopopanol. 
Alle Proben wurden zur Einbettung über Nacht in einem Paraffinbad 
(Schmelztemperatur 42 - 44°C) gelagert. Am nächsten Tag erfolgte eine 6-
stündige Inkubation bei 60°C in einem zweiten Paraffinbad (Schmelztemperatur 
51 - 53°C) und anschließend eine Inkubation über Nacht in Paraplast. Die 
Proben wurden mit Hilfe eines Einbettautomaten in Paraffin eingebettet wobei 
der Einbettkassetten als Träger für den Paraffinblock diente.  
Carnoy 
60 % (v/v) Ethanol 
30 % (v/v) Chloroform 
10 % (v/v) Eisessig 
 
3.8.3 Herstellung von Paraffin-Schnittpräparaten 
Der fertige Paraffinblock wurde in die Haltevorrichtung des Mikrotoms 
eingespannt und während des Schneidevorgangs mit Eis gekühlt. Die 1 µm 
dicken Schnitte wurden mit einem feuchten Pinsel von der Klinge abgehoben 
und in ein Wasserbad (37 - 40°C) überführt. Das warme Wasser diente zur 
Streckung und Entfaltung der Schnitte und erleichterte das Aufziehen auf den 
Objektträger. Die Objektträger mit den fertigen Schnitten wurden über Nacht in 
einem Brutschrank bei 37°C inkubiert und anschließend für die HE-, Azan- oder 
Immunfluoreszenz-Färbungen verwendet. 
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3.8.4 Hämatoxilin-Eosin-Färbung 
Zur Untersuchung morphologischer Unterschiede zwischen den Gewebeproben 
wurde die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) durchgeführt. Die Schnitte 
wurden vor der Färbung mittels einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert: 
 
Xylol (Rotihistol) I  5 min 
Xylol (Rotihistol) II  5 min 
Isopropanol   5 min 
96 % Ethanol  3 min 
80 % Ethanol  3 min 
70 % Ethanol  3 min 
dH2O    1- 2 min 
 
Anschließend wurden die Schnitte für 3 min zur Kernfärbung in Hämalaun 
inkubiert und zum „Bläuen“ 10 min unter fließendes Leitungswasser gehalten. 
Durch Hämalaun färben sich alle sauren Zellbestandteile blau, insbesondere 
der Zellkern und das raue ER. Durch eine 15-minütige Inkubation in 0,1 % 
wässrigem, gelblichen Eosin wurden dann alle basischen Zellbestandteile, wie 
z.B. Zellplasmaproteine, rot gefärbt. Anschließend wurde das Wasser aus dem 
Schnitt durch eine aufsteigende Alkoholreihe verdrängt und das Präparat 
mittels Mowiol eingedeckelt.  
 
3.8.5 Azan-Färbung 
Bei der Azan-Färbung handelt es sich um eine Trichrom-Färbung aus 
Azokarmin, Anilinblau und Orange G. Sie dient zur Differenzierung von 
extrazellulären Bindegewebsfasern, Geweben und Zellbestandteilen. Die 
Schnitte wurden mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert (siehe 
2.8.4 Hämatoxilin-Eosin-Färbung) und anschließend für 10 - 15 min bei 60 °C in 
Azocarmin inkubiert. Danach wurden sie mit dH2O gespült, zum Differenzieren 
in Anilin-Ethanol (100 mL Ethanol + 100 µL Anilin) inkubiert bis die Zellekerne 
als rote Punkte sichtbar waren und die Reaktion durch Inkubation in 
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essigsaurem Alkohol (100 mL Ethanol + 1 mL Eisessig) für 1 min gestoppt. 
Nach erneutem Waschen in a. dest wurden die Schnitte zum Entfärben und 
Beizen des Bindegewebes für 30 min. - 3 h in 5 % Phosphor-wolframsäure 
inkubiert und erneut mit dH2O gewaschen. Anschließend erfolgte die 
Blaufärbung des Bindegewebes durch Inkubation der Schnitte in Azanlösung 
für 5 - 45 min bei RT, erneutem Wachen in dH2O und anschließender 
Inkubation in 96 % Ethanol bis die Blaufärbung sichtbar wurde. Dann wurden 
die Proben durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwässert: 
 
Isopropanol   5 min 
Xylol (Rotihistol) I  5 min 
Xylol (Rotihistol) II  5 min 
 
Abschließend erfolgte die Einbettung in Entellan. 
 
Azanlösung 
0,5 g  Anilinblau 
2 g  Goldorange G 
100 mL a. dest 
8 mL   Eisessig 
Kurz aufkochen, filtrieren 
 
3.9 Immunfluoreszenz 
Die Immunfluoreszenzfärbung dient zur spezifischen Markierung von Proteinen 
um deren Lokalisation innerhalb der Zelle zu bestimmen. Dabei interagiert ein 
Antikörper spezifisch mit dem Epitop des zu lokalisierenden Proteins. 
Anschließend wird dieser Primärantikörper durch einen fluoreszenzmarkierten 
Sekundärantikörper detektiert und für die Mikroskopie sichtbar gemacht. Die an 
den Sekundärantikörper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe werden im 
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Mikroskop durch entsprechende Exzitationswellenlängen angeregt und 
emittieren Licht einer bestimmten Emissionswellenlänge. 
 
3.9.1 Immunfluoreszenzfärbung am Gewebe 
Vor jeder Färbung wurden die Schnitte mittels einer absteigenden Alkoholreihe 
entparaffiniert (siehe 3.8.4 Hämatoxilin-Eosin-Färbung) und anschließend für 3x 
5min in PBS gewaschen. Die Objektträger wurden getrocknet. Danach erfolgte 
das Blocken mit 10 % (v/v) Ziegenserum in PBS für 45 min bei RT in einer 
feuchten Kammer. Zur Herstellung einer Negativkontrolle wurde das 
Ziegenserum auf einem Schnittpräparat belassen. Die übrigen Präparate 
wurden mit dem Primärantikörper in 10% (v/v) Ziegenserum in PBS über Nacht 
bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nächsten Tag wurde der 
Primärantikörper sowie das Ziegenserum verworfen, die Präparate 3x 5 min in 
PBS gewaschen und anschließend 60 min bei RT in einer feuchten Kammer mit 
dem Sekundärantikörper in 10 % Ziegenserum inkubiert. Nach Abspülen des 
Primärantiköpers erfolgte die Kernfärbung durch Hoechst 33342 (0,5 µg/mL 
(w/v) in PBS) für 5 min bei RT. Zuletzt wurden die Präparate 2x 5 min in PBS 
gewaschen, einmal in dH2O gepült und mittels Mowiol eingedeckelt. Die 
Verdünnungen der jeweiligen Antikörper sind in 3.9.5 Für die Immunfluoreszenz 
verwendete Antikörper aufgelistet. 
3.9.2 Immunfluoreszenzfärbung an Zellen 
Die für die Immunfluoreszenz verwendeten Zellen wurden auf Deckgläschen 
oder Filtern kultiviert. Die Zellen wurden zunächst 3x mit PBS++ gewaschen 
und entweder je nach Färbung für 6 min mit -20°C kaltem Methanol oder für 20 
min bei RT mit 4 % PFA fixiert. Anschließend wurden sie erneut 3x mit PBS++ 
gewaschen und in eine feuchte Kammer überführt, wo alle weiteren Schritte 
vollzogen wurden. Die PFA fixierten Proben wurden dann für 20 min bei RT mit 
0,025 % (w/v) Saponin in PBS permeabilisiert und erneut mit PBS++ 
gewaschen. Anschließend erfolgte das Blocken unspezifischer Bindungsstellen 
für 30 min bei RT für die PFA fixierten Proben in 0,025 % (w/v) Saponin + 1 % 
(w/v) BSA in PBS und für die Methanol fixierten Proben in 1 % (w/v) BSA in 
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PBS. Nach dem Blocken wurden die Zellen erneut 3x mit PBS++ gewaschen 
und für 1 - 2 h bei RT mit dem Erstantikörper in PBS oder für die PFA fixierten 
Proben in 0,025 % (w/v) Saponin + 1 % (w/v) BSA in PBS inkubiert. Nach 
erneutem dreimaligen Waschen wurden die Proben für 1 h bei RT mit dem 
Sekundärantikörper in PBS oder für die PFA fixierten Proben in 1 % (w/v) BSA 
in PBS behandelt. Nach einem erneuten PBS Waschschritt erfolgte die 
Kernfärbung für 6 min bei RT mit Hoechst 33342 (0,5 µg/mL (w/v) in PBS++) 
und die Proben wurden anschließend mittels Mowiol eingedeckelt. Bei einer 
Filterfärbung wurden diese ausgeschnitten und kopfüber auf einen Objektträger 
gelegt und mittels Mowiol eingedeckelt. Die Präparate wurden bis zur 
Untersuchung unter dem Mikroskop bei 4°C gelagert. 
Die Antikörperverdünnungen sind in 3.9.5 Für die Immunfluoreszenz 
verwendete Antikörper aufgelistet. 
 
3.9.3 Immunfluoreszenzfärbung für die GSDIM-Mikroskopie 
Für die GSD-Mikroskopie wurden die Zellen auf Deckgläschen kultiviert. Die 
Färbung wurde wie oben beschrieben (siehe 3.9.2 Immunfluoreszenzfärbung 
an Zellen) durchgeführt mit den Unterschieden, dass bei jedem PBS 
Waschschritt 5 x gewaschen wurde und der Erstantikörper 2 h bei RT in der 
feuchten Kammer inkubiert wurde. Außerdem erfolgte keine Färbung der 
Zellkerne und die Proben wurden nicht mit Mowiol eingedeckelt, sondern bei 
4°C in PBS gelagert. 
3.9.4 Vorbereitung von Zellen ohne Immunfluoreszenzfärbung 
In dieser Studie wurden auch Zellen mikroskopisch untersucht, die keine 
Immunfluoreszenzfärbung erhielten, da sie ein stabil transfiziertes Protein mit 
Fluoreszenzmarker besaßen. Diese Zellen wurden auf Deckgläschen oder 
Filtern kultiviert und zur mikroskopischen Untersuchung wie oben beschrieben 
mit 4 % PFA fixiert, mit 0,025 % (w/v) Saponin in PBS permeabilisiert und der 
Zellkern mittels Hoechst 33342 gefärbt. Das Eindeckeln in Mowiol erfolgte 
ebenfalls wie in 3.9.2 Immunfluoreszenz an Zellen beschrieben. 
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3.9.5 Für die Immunfluoreszenz verwendete Antikörper 
Antigen Spezies pk/mk Hersteller Verdünnung Fixierung Zellen 
Erstantikörper 
     
Aquaporin-2 Kaninchen pk US Biological 1:200 4 % PFA 
α-Tubulin Maus mc Sigma 1:500 Methanol 
β-Catenin Kaninchen pk Sigma 1:100 4 % PFA 
Centrin 1/2 Kaninchen pk Biolegend 1:300 Methanol 
E-Cadherin Maus mk BD 1:100 4 % PFA 
Galectin-3 Kaninchen pk Prof. H.P. Elsässer 1:400 4 % PFA 
Galectin-3 Maus mk Santa Cruz 1:200 4 % PFA 
gp114 Kaninchen pk Prof. A. Le Bivic 1:300  
Villin Kaninchen pk S. Rubunic 1:500 4 % PFA 
      
Zweitantikörper 
    
Maus-IgG                     Ziege 
(Alexa488) pk Invitrogen 1:500  
Maus-IgG                     Ziege 
 (Alexa546)  pk Invitrogen 1:500  
Maus-IgG                     Ziege 
 (Alexa647)  pk Invitrogen 1:500  
Kaninchen-IgG             Ziege 
 (Alexa488)  pk Invitrogen 1:500  
Kaninchen-IgG             Ziege 
(Alexa546) pk Invitrogen 1:500  
Kaninchen-IgG             Ziege 
(Alexa647) pk Invitrogen 1:500  
 
3.10 Fluoreszenzmikroskopische Anwendungen 
3.10.1 Lebendzellbeobachtung 
Zur Untersuchung des pH-Wertes in intrazellulären Kompartimenten wurde eine 
Lebendzellbeobachtung (live cell imaging) durchgeführt. Die 
Lebendzellbeobachtung wurde mit einem Leica DMI6000B 
Epifluoreszenzmikroskop durchgeführt. Dieses wurde mit dem Heizeinsatz der 
Klimakammer ca. eine Stunde vor dem Start des Versuches eingeschaltet und 
auf 37°C vorgeheizt, um mögliche Fokusverschiebungen während des 
Versuches zu vermeiden. Für den Versuch wurden voll auspolarisierte 
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MDCKp75GFP Zellen auf Filtern in 24 Lochschalen verwendet. Nach Kopplung 
des pH sensitiven Farbstoffs pHrodo an Galectin-3 (siehe 3.6.2 
Fluoreszenzmarkierung von rekombinanten Proteinen) wurde dieses für 30 min 
bei 4°C auf die Zellen gegeben. Anschließend wurden die Filter mit PBS++ 
gewaschen, ausgeschnitten und kopfüber in eine mit PBS++ gefüllte Bachofer 
Kammer gegeben. Anschließend wurde die Endozytose des Lectins in der 
Klimakammer des Mikroskops initiiert und alle 2,5 min eine Stapelaufnahme in 
xz-Ebene durchgeführt. Nach 30 min wurden 20 mM oder 50 mM NH4Cl bzw. 
60 µg/mL Chloroquin zugegeben und die Aufnahmen fortgesetzt. 
 
Verwendeter Filterwürfel 





Ds Red 552 ± 6  570  605 ± 33 pHrodo 
 
3.10.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
Ein Vorteil der konfokalen Mikroskopie gegenüber der 
Epifluoreszenzmikroskopie besteht darin, dass nur emittiertes Licht aus der 
Fokusebene detektiert wird und Licht von außerhalb der Fokusebene 
angeregten Fluoreszenzmolekülen ausgeblendet wird. Dies wird durch zwei 
Lochblenden im Strahlengang garantiert. Eine davon befindet sich zwischen 
anregendem Laser und Objekt und fokusiert den Laserstrahl punktförmig auf 
das Präparat. Eine weitere Lochblende befindet sich zwischen dem Objekt und 
dem Detektor und blendet Licht, das nicht aus der Fokusebene kommt aus. 
Sind Anregungs- und Detektionsfokus gleich, spricht man von konfokaler 
Mikroskopie. Durch diese optische Anordnung wird nie das gesamte Präparat 
beleuchtet, sondern immer nur ein kleiner Bildpunkt. Das Präparat wird somit 
abgerastert (Scanning Mikroskopie). 
In dieser Arbeit wurde das konfokale Laserscanning Mikroskop Leica TCS SP2 
mit einem HCX PL Apo 63x/1,2 W CORR Objektiv und einem HCX PL Apo CS 
40x/oil Objektiv verwendet. Die Bilder wurden mit einer Auflösung von 1024 x 
1024 Bildpunkten aufgenommen und jede Bildzeile wurde mindestens achtfach 
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gescannt. Zur Verhinderung des cross talks zwischen den Kanälen d.h. die 
Anregung eines Fluorophors mit der Emissionswellenlänge eines anderen 
Fluorophors, wurden die Aufnahmen im sequentiellen Modus angefertigt. Dabei 
wurden die Fluorophore einzeln nacheinander durch ihre Laserlinie angeregt 
und die Emission separat detektiert. Die Erstellung von Intensitätsprofilen wurde 
mittels der Leica-Software LSM-Light durchgeführt, Stapelaufnahmen wurden 
mit Hilfe des Programms Volocity (Improvision) einer Dekonvolution und 3D 
Rekonstruktion unterzogen. 
Es wurden folgende Einstellungen für die einzelnen Fluorophore verwendet: 
 
Fluorophor Laserlinie zur Anregung [nm] Detektion der Emission [nm] 
GFP, Alexa 488 488  494 - 544  
Alexa 546 543 549 - 646 
Alexa 647 633 640 - 700 
YFP 514 518 - 540 
Hoechst 33342 405 416 - 475 
 
3.10.3 GSDIM (ground state depletion microscopy followed by individual 
molecule return) 
Das GSDIM Verfahren ist eine hochauflösende Mikroskopietechnik, bei der 
Auflösungen von bis zu 50 nm erzielt werden können. Das Prinzip der GSD 
Mikroskopie beruht auf der Detektion von einzelnen voneinander separierten 
emittierenden Fluorophoren. Dabei werden die Fluorophore in einen 
Dunkelzustand versetzt und können anschließend einzeln lokalisiert werden. In 
der Fluoreszenzmikroskopie werden delokalisierte π-Elektronen im 
Fluoreszenzfarbstoff von einem Grundzustand S0 in einen angeregten Zustand 
S1 überführt (Abb. 3.6). Fallen diese Elektronen zurück in den S0 Zustand wird 
Fluoreszenzlicht emittiert. Bei der GSD Mikroskopie wird ein Großteil der 
Elektronen mit Hilfe eines Lasers in den Dunkelzustand (D) versetzt. Im 
Gegensatz zu den Elektronen im ON-Zustand sind diese im OFF-Zustand 
befindlichen nicht mehr zur Emission von Licht in der Lage. Einzelne Elektronen 
kehren nun spontan aus dem Dunkelzustand zurück in den Grundzustand S0. 
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Während andere Elektronen nun in den OFF-Zustand überführt werden, 
fluoreszieren diese in den S0 Zustand zurückgebrachten Elektronen für einen 
kurzen Zeitraum. Dadurch beobachtet man ein Aufleuchten oder Blinken im 
Präparat. Die genaue Lokalisation der Fluorophore wird über einen Algorithmus 
bestimmt. Zum Schluss entsteht ein hochauflösendes GSDIM Bild, das aus 




Abb. 3.6 Jablonski-Diagramm zur Darstellung der GSDIM-Methode  
Delokalisierte π-Elektronen können zwischen einem Grundzustand S0 und einem angeregten 
Zustand S1 zirkulieren (beides ON- Zustände). Dabei kommt es zur Emission von 
Fluoreszenzlicht. Werden die Elektronen in den Triplett-Zustand T1 oder sogar in den 
Dunkelzustand D versetzt sind sie nicht mehr in der Lage Licht zu emittieren. Dieser OFF-
Zustand ist langlebig und nur durch eine Spinumkehr (intersystem crossing, ISC) möglich. 
Anschließend kehren einzelne Moleküle in den anregbaren Grundzustand zurück und 
fluoreszieren. 
 
In dieser Arbeit wurden Zellen auf Deckgläsern kultiviert verwendet und wie in 
3.9.3 Immunfluoreszenzfärbung für GSDIM beschrieben vorbereitet. Als 
Einbettmedium mit reduzierenden Bedingungen wurde 100 mM β-
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Mercaptoethylamin (MEA) in PBS verwendet und 100 µL davon in die 
Vertiefung eines Depression Slide gegeben. Anschließend wurde das 
Deckgläschen über der Vertiefung positioniert und überschüssiges MEA mit 
einem Tuch entfernt. Zum luftdichten Verschließen wurden gleiche Teile 
Twinsil® gemischt und anschließend der Rand des Deckgläschens damit 
versiegelt. Für die hochauflösenden Aufnahmen wurde ein Leica SR GSD (DMI 
6000B TIRF) Mikroskop mit einem 100x Öl-Objektiv verwendet. Die 
verwendeten Fluorophore wurden mit Hochleistungslasern von 488 nm und 642 
nm in den Dunkelzustand versetzt. Zusätzlich wurde ein 405 nm Laser 
verwendet, der die Fluorophore aus dem Dunkelzustand schneller in den S0 
Zustand zurückholt. Für die Bildbearbeitung wurde die LAS AF GSD Software 
verwendet. 
 
3.11 Transmissionselektronenmikroskopische Methoden 
Das Auflösungsvermögen eines Licht- oder Fluoreszenzmikroskops ist durch 
die Wellenlänge der eingesetzten Lichtstrahlen begrenzt. Da Elektronen im 
Vergleich eine sehr viel kleinere Wellenlänge besitzen können, kann ein viel 
höheres Auflösungsvermögen erzielt werden. Mit der Elektronenmikroskopie 
können somit theoretisch Auflösungen von etwa 0,1 nm erreicht werden im 
Vergleich zur Lichtmikroskopie, deren Auflösung ca. 200 nm beträgt. In jedem 
Elektronenmikroskop herrscht ein Vakuum, damit die Elektronen nicht durch 
Gasmoleküle abgelenkt werden. Dies ist u.a.der Grund für eine spezielle 
präparative Aufbereitung der Proben. 
 
3.11.1 Probenpräparation 
In dieser Arbeit wurden Gewebeproben aus der normalen Niere und aus dem 
Tumorbereich entnommen. Die Proben wurden in 1 mm3 große Stücke 
geschnitten und anschließend für 2 h bei 4°C in ITO fixiert. Nach 3x 10 min 
Waschen in Cacodylatpuffer wurden die Proben für 1 h bei 4°C in 
Osmiumtetroxid + Kaliumhexacyano-ferrat 1:1 inkubiert. Danach wurden sie in 
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dH2Ogewaschen und über Nacht bei 4°C mit 0,3 % Uranylacetat kontrastiert. 
Anschließend wurden sie erneut in Cacodylatpuffer gewaschen und über eine 
aufsteigende Alkoholreihe entwässert. Dann erfolgte die Einbettung in Epon812 
über 48 - 72 h. Nach Aushärten der Proben wurden Ultradünnschnitte (60-100 
nm) angefertigt, auf Metallnetze (Grids) aus Kupfer gezogen und für 5 min mit 
Bleicitrat nachkontrastiert. Zuletzt wurden die Proben in dH2O gewaschen und 
mit einem TEM 109 (Zeiss, Oberkochen) untersucht. 
 
Cacodylatpuffer 




2,5 % (w/v) Paraformaldehyd 
2,5 % (w/v) Glutaraldehyd 
0,05 % (v/v) Pikrinsäure 
Mit 0,1 M Cacodylatpuffer auf 50 mL auffüllen 
 
Osmiumtetroxid 
1 % (w/v) OsO4 




0,3 % (w/v) Uranylacetat in 50 mL Maleatpuffer pH 5 
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Epon 
Lösung A:  62 mL Epikote 812 (Glycidether), 100 mL 
Dodecenylbernsteinsäure-anhydrid (DDSA) 
Lösung B: 100 mL Epikote 812, 89 mL Methylnadicanhydrid 
1:1 mischen 
0,2 mL/10 mL 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol 
 
3.12 Statistik 
Zur Gewährleistung der statistischen Relevanz wurden immer mindestens drei 
Wiederholungen des jeweiligen Versuches durchgeführt. Die Darstellung 
statistischer Daten sowie deren Auswertung erfolgte mit dem Programm 
GraphPad Prism 5. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte ± SD oder 
Mittelwerte ± SEM. Zum Vergleich von zwei Gruppen miteinander wurde die 
statistische Signifikanz je nach Versuchskonzeption mit Hilfe eines gepaarten 
oder ungepaarten t-Tests bestimmt. Aufgrund der Alphafehlerinflation wurde 
beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen miteinander eine einfaktorielle oder 
zweifaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) in Kombination 
mit einem Post-Hoc-Test nach Bonferroni oder Tukey verwendet. 
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4 Ergebnisse 
Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in drei Teilbereiche. Im 
ersten Teilbereich (4.1) werden Ergebnisse zur Lokalisation und Expression von 
Galectin-3 und verschiedenen apikalen und basolateralen Markerproteinen im 
klarzelligen Nierenzellkarzinom vorgestellt sowie Untersuchungen zu Galectin-
3-Interaktionspartnern in diesem Gewebe. Der zweite Teilbereich (4.2) 
beinhaltet Ergebnisse, die sich auf die Untersuchung des Recyclings und der 
näheren Charakterisierung der Endozytose von Galectin-3 in Epithelzellen 
beziehen. Der letzte Teilabschnitt (4.3) widmet sich der Untersuchung des 
Einflusses des pH Wertes auf die Ligandenbindung und Komplexformation von 
Galectin-3. 
 
4.1 Galectin-3 und das klarzellige Nierenzellkarzinom 
Galectin-3, ein galactosebindendes Lectin, fungiert durch seine Beteiligung an 
vielen zellulären Prozessen als vielversprechender Biomarker bei der 
Ausprägung verschiedenster Tumore in der Niere und Blase (Waalkes et al., 
2010). Die Untersuchung der zellulären Lokalisation und des 
Expressionsverhaltens sowie die Identifikation von Interaktionspartnern von 
Galectin-3 in humanen Nierenzellkarzinomen sollen bei der Aufklärung der 
Beteiligung des Lectins an der Entstehung von Nierenzellkarzinomen helfen. 
Für diese Untersuchungen wurden insgesamt jeweils drei Gewebeproben aus 
unterschiedlichen Bereichen der Niere von insgesamt 101 Patienten mit 
Nierenzellkarzinom entnommen. Bei den Bereichen handelte es sich um 
gesundes Nierengewebe, Übergangsgewebe (Bereich zwischen normalem und 
Tumorgewebe) und Tumorgewebe. 
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4.1.1 Klassifikation der Patientenproben 
Nach Entnahme der Niere wurden die Gewebeproben eingehend 
makroskopisch und mikroskopisch untersucht und mit Hilfe von PD Dr. Hegele 
(Universitäts Klinikum Marburg) nach UICC (Union for internationale Cancer 
Control) pTNM-Klassifikation (TNM Classification of Malignant Tumors) 
klassifiziert (Abb. 4.1 und Tabelle 4.1; Klassifikation siehe 2.5.2 Klassifikation 
der Nierenzellkarzinome). 
 
Abb. 4.1 Graphische Darstellung der Häufigkeit (in %) der Tumorarten von 101 
untersuchten Patienten mit Nierenzellkarzinomen 
 
Von den untersuchten Patienten wiesen 75 % ein klarzelliges 
Nierenzellkarzinom, 13 % ein papilläres Nierenzellkarzinom, 5 % ein 
Onkozytom, jeweils 1 % ein Urothelkarzinom, ein chromophobes 
Nierenzellkarzinom und Mikroadenom auf. Die verbleibenden 4 % konnten nicht 
klassifiziert werden. Alle weiteren Untersuchungen erfolgten ausschließlich mit 
Proben des klarzelligen Nierenzellkarzinoms und den dazugehörigen gesunden 
Nierengewebeproben. Nach weiteren histologischen Untersuchungen konnten 
weitere dieser Gewebeproben der klarzelligen Nierenzellkarzinome 
ausgeschlossen werden, da diese nicht den gewünschten Gewebebereich 
enthielten oder z.B. zu viel Bindegewebe mit entnommen wurde. Die 
Gesamtzahl der Patienten, deren Gewebeproben in die Auswertung mit 
einbezogen wurden reduzierte sich daher letzten Endes auf 68. 
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Tabelle 4.1 Histopathologische Klassifizierung und Besonderheiten 
Grading G1 G2 G3 G4 
Patient [n]  4 57 7 0 
 
Staging T1a T1b T2a T2b T3a T3b T3c T4 
Patient [n]  9 20 11 1 14 10 1 2 
 
Alter 
[Jahre] >60 <60  Geschlecht weiblich männlich  Metastasen M1 M0 
Patient [n]  48 20  Patient [n] 35 33  Patient [n] 18 40 
 
4.1.2 Histologie des Nierengewebes und des klarzelligen 
Nierenzellkarzinoms 
Zur besseren Untersuchung der Morphologie der einzelnen Gewebeproben 
wurden HE- und Azan-Färbungen an histologischen Schnitten durchgeführt 
(siehe 3.8.4 Hämatoxilin-Eosin Färbung und 3.8.5 Azan-Färbung). Abb. 4.2 
zeigt repräsentative Gewebeschnitte aus der gesunden Niere, dem 
Übergangsbereich und dem eigentlichen Tumorgewebe. Der renale Kortex des 
gesunden Nierengewebes zeichnet sich durch eine Vielzahl an Glomeruli aus 
und weist eine unveränderte Tubulistruktur auf (Abb. 4.2 A, D). Die 
Epithelzellen des proximalen Tubulus sind durch apikale Mikrovilli 
charakterisiert, die das sternförmige Lumen dieser Tubuli auskleiden. Im 
Vergleich dazu besitzen die etwas flacheren Epithelzellen des distalen Tubulus 
keinen Bürstensaum und zeichnen sich durch eine schärfer abgegrenzte 
apikale Oberfläche und einen kleineren Durchmesser des Lumens aus. Das 
Sammelrohr besitzt einen ähnlichen Durchmesser wie der proximale Tubulus, 
ist aber wie der distale Tubulus durch das Fehlen eines Bürstensaums 
gekennzeichnet. 
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Im Überganggewebe lässt sich erkennen, dass die Zerstörung dieser gut 
organisierten tubulären Struktur bereits beginnt (Abb. 4.2 B, E). Im 
Tumorgewebe selbst ist kein klar definierter Tubulus mehr zu erkennen (Abb. 
4.2 C, F). Das klarzellige Nierenzellkarzinom zeichnet sich durch ein kompaktes 
Wachstumsmuster, bestehend aus großen Zellen mit einem prominenten Anteil 
an aufgehelltem, fokal leicht eosinophilen Zytoplasma aus. Die Zellkerne sind 
teilweise leicht vergrößert und besitzen eine pleomorphe Gestalt. Manche 
Zellen sind sogar polynukleär. Die Verteilung des Bindegewebes verändert sich 
mit zunehmender Tumorentstehung (Abb. 4.2 D-F). Während im gesunden 
Nierengewebe das Bindegewebe zwischen den Tubuli eingebettet ist, wird der 
Tumor regelrecht von einer Bindegewebskapsel eingeschlossen. 
 
Abb. 4.2 Repräsentative HE- und Azan-Färbungen von humanem Nierengewebe 
(A, D) Renaler Kortex aus gesundem Nierengewebe. (B, E) Übergangsgewebe. (C, F) 
Tumorgewebe aus dem klarzelligen Nierenzellkarzinom. Alle Präparate wurden HE- (A-C) und 
Azan-gefärbt (D-F). Mk: Malpighisches Körperchen, dt: Distaler Tubulus, pt: Proximaler 
Tubulus, sr: Sammelrohr, bv: Blutvene, N: Normalgewebe, T:Tumorgewebe, BG: Bindegewebe. 
Maßstab: 300 µm, Maßstab Vergrößerungen: 150 µm. 
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4.1.3 Ultrastruktur der Niere und des klarzelligen Nierenzellkarzinoms 
Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen des gesunden Nierengewebes 
und des klarzelligen Nierenzellkarzinoms sollten subzelluläre Unterschiede 
genauer beleuchtet werden. Die Epithelzellen des proximalen Tubulus sind 
durch gut ausgebildete dicht gepackte Mikrovilli, die das Lumen des Tubulus 
auskleiden, charakterisiert (Abb. 4.3 A). Zwischen den Mikrovilli zeigt sich ein 
ausgeprägter Endozytoseapparat bestehend aus tubulären Invaginationen (Iv), 
die in das apikale Zytoplasma ragen sowie sich abschnürende Vakuolen (V). 
Die Zellen besitzen einen großen zentralen Nukleus. Die Zellorganellen wie der 
Golgi-Appararat (GA), Lysosomen (L) und eine Vielzahl großer Mitochondrien 
(gekennzeichnet durch Pfeile) sind ebenfalls gut zu erkennen (Abb. 4.3. A). Die 
Epithelzellen des distalen Tubulus sind kleiner als die des proximalen und 
besitzen keinen Bürstensaum. Lediglich vereinzelte kleine Mikrovilli sind an der 
apikalen Oberfläche zu sehen (Abb. 4.3 B). Der Zellkern ist relativ rund und oft 
in Richtung apikaler Zelloberfläche lokalisiert. Die Zellen zeichnen sich 
ebenfalls durch eine Vielzahl an großen länglichen Mitochondrien aus (Abb. 4.3 
B; Pfeile). An der basolateralen Seite der Zellen konnte ein tubuläres Netzwerk 
mit Verbindung zu benachbarten Zellen, das intrazelluläre Labyrinth (IL), 
beobachtet werden (Abb. 4.3 B). 
Im Vergleich zu normalem Nierengewebe sind die Zellgrenzen der Tumorzellen 
schwer erkennbar (Abb. 4.3 C, D, E, F). Manchmal sind die Zellen durch einen 
schmalen Spalt voneinander getrennt. Sie zeichnen sich durch ein ergiebiges 
Zytoplasma mit wenig erkennbaren Zellorganellen und einem relativ zentralen 
Nukleus mit im Vergleich zum normalen Nierengewebe irregulärer Form aus. In 
einigen Zellen konnten zwei Zellkerne beobachtet werden. Oft sind kleine 
Gruppen von runden Mitochondrien mit gut ausgeprägten lamellenartigen 
Cristae und dichter Matrix zu beobachten (Abb. 4.3 C, E; Pfeile). Die 
Gesamtzahl der Mitochondrien ist allerdings im Vergleich zum gesunden 
Nierengewebe geringer. Auffällig ist ebenfalls der hohe Glykogengehalt der 
Zellen (Abb. 4.3 D, F; Sternchen) und die Einlagerung von vielen Lipidtröpfchen 
(Li) (Abb. 4.3 C, D, F), die dem Zytoplasma sein klarzelliges Aussehen 
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verleihen. Auf der Oberfläche befinden sich sehr kleine mikrovilli-artige 
Strukturen (Abb. 4.3 E; Pfeilköpfe). 
Abb. 4.3 Ultrastruktur der Niere und des klarzelligen Nierenzellkarzinoms  
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Epithelzellen des proximalen Tubulus (A) des 
distalen Tubulus (B) und Aufnahmen aus dem klarzelligen Nierenzellkarzinom (C - F). Die Pfeile 
markieren Ansammlungen von Mitochondrien. Bereiche mit hohem Glykogengehalt sind mit 
einem Stern gekennzeichnet. Die schwarzen Pfeilköpfe markieren kleine mikrovilliartige 
Ausstülpungen an der Oberfläche von klarzelligen Nierenzellkarzinom Zellen. N, Nuklei; MV, 
Mikrovilli; L, Lysosomen; Li, Lipidtröpfchen; IL, Intrazelluläres Labyrinth; GA, Golgiapparat; V, 
Vakuolen; Iv, Invaginationen. Maßstab: 1µm.  
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4.1.4 Renale Zellen des distalen Tubulus und Sammelrohres exprimieren 
Galectin-3 
Zur Untersuchung der zellulären Lokalisation von Galectin-3 wurden 
Gewebeproben aus gesundem Nierengewebe und aus dem klarzelligen 
Nierenzellkarzinom von 68 Patienten immunhistologisch im Vergleich mit 
endogenen Polaritätsmarkern mittels KLSM untersucht. Abb. 4.4 zeigt 
repräsentative Beispiele. Als apikale Markerproteine wurde die Lokalisation von 
Aquaporin-2 und Villin sowie E-Cadherin und β-Catenin als basolaterale Marker 
untersucht. Aquaporin-2 ist deutlich in apikalen Vesikeln der Hauptzellen des 
Sammelrohres lokalisiert (Takata et al., 2008) (Abb. 4.4 A). Im Vergleich dazu 
ist Villin im gesunden Nierengewebe ausschließlich in den Mikrovillis der 
Tubulilumen auskleidenden Epithelzellen des proximalen Tubulus zu 
lokalisieren (Robine et al., 1985) (Abb. 4.4 C). Die basolateralen Markerproteine 
E-Cadherin und β-Catenin zeigen eine deutliche basolaterale Lokalisation im 
distalen Tubulus und im Sammelrohr der gesunden Niere (Abb. 4.4 E, G). 
Galectin-3 ist lediglich in vereinzelten Epithelzellen des distalen Tubulus und 
des Sammelrohres zu detektieren (Abb. 4.4 A, C, E, G). In Galectin-3 positiven 
Zellen des Sammelrohres konnte meistens kein Aquaporin-2 lokalisiert werden, 
was auf Hauptzellen hindeutet. Da sich die Galectin-3 Verteilung auf einzelne 
Zellen erstreckt, führt es zu einem mosaikartigen Expressionsmuster. Das 
Lectin ist hauptsächlich im Zytosol der Zellen lokalisiert. Die Zellen des 
Tumorgewebes sind im Vergleich zu den Epithelzellen des gesunden 
Nierengewebes stark dedifferenziert und haben ihre charakteristische polare 
Struktur verloren (Abb. 4.4 B, D, F, H). Die apikalen Markerproteine Aquaporin-
2 und Villin sowie die basolateralen Markerproteine E-Cadherin und β-Catenin 
sind im Tumorgewebe nicht mehr zu lokalisieren. Dahingegen kann Galectin-3 
verstärkt im Zytosol und auch in den Nuklei der Tumorzellen detektiert werden 
(Abb. 4.4 B, D, F, H). 
Anhand der Untersuchungen zur Lokalisation von Galectin-3 und den apikalen 
sowie basolateralen Polaritätsmarkern mittels KLSM, konnte eine Reduktion der 
Markerproteine und eine Zunahme der Galectin-3- Expression im klarzelligen 
Nierenzellkarzinom beobachtet werden. 
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Abb. 4.4 Lokalisation von Galectin-3 und apikalen sowie basolateralen Polaritätsmarkern 
im gesunden Nierengewebe und in klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
Immunhistologische Färbung mit Antikörpern gegen Galectin-3 (Alexa546, rot), die apikalen 
Marker Aquaporin-2 und Villin (Alexa488, grün) sowie die basolateralen Marker E-Cadherin und 
β-Catenin (Alexa488, grün). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. (A) 
Aquaporin-2 ist unter der apikalen Membran von Epithelzellen des Sammelrohres zu finden. (C) 
Villin ist im Bürstensaum des proximalen Tubulus lokalisiert. (E, G) E-Cadherin und β-Catenin 
kleiden die basolaterale Domäne von Epithelzellen des distalen Tubulus und des Sammelrohres 
aus. Pfeile kennzeichnen die apikale bzw. basolaterale Lokalisation der Polaritätsmarker. 
Galectin-3 weist ein mosaikartiges Expressionsmuster auf und befindet sich nur im distalen 
Tubulus und im Sammelrohr (A, C, E, G). Sterne kennzeichnen einzelne Galectin-3 positive 
Zellen. (B, D, F, H) Im Tumorgewebe sind keine Polarisationsmarker mehr zu detektieren, 
wohingegen Galectin-3 in jeder Tumorzelle exprimiert wird. Maßstab: 25 µm.  
 
4.1.5 Erhöhte Expression von Galectin-3 im klarzelligen 
Nierenzellkarzinom 
Bisher bekannte Ergebnisse zum Expressionsverhalten von Galectin-3 in 
Nierenzellkarzinomen liefern ein sehr heterogenes Bild (Young et al., 2001). Zur 
Untersuchung des Expressionsverhaltens von Galectin-3 wurden 
Gewebeproben aus dem gesunden Nierengewebe, Übergangsgewebe und 
Tumorgewebe von 39 Patienten untersucht. Die Proben wurden homogenisiert 
und gleiche Proteinmengen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend 
erfolgte eine Immunoblot-Analyse von Galectin-3, E-Cadherin, Villin, β-Catenin, 
GAPDH und α-Tubulin. Ein Großteil der Patienten (≥ 79 %) zeigt einen Anstieg 
von Galectin-3 im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe, während die 
Expression von E-Cadherin und Villin im Tumorgewebe sinkt (Abb. 4.5). Im 
Übergangsgewebe schwankte das Expressionverhalten von Galectin-3 und 
beiden Polaritätsmarkern zwischen den Messwerten des Normalgewebes und 
denen des Tumorgewebes. Aufgrund dieser Heterogenität wurde das 
Übergangsgewebe aus der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Abb. 4.5 B 
und C zeigen das Verhältnis von Galectin-3, Villin und E-Cadherin im normalen 
Gewebe und Tumorgewebe sowie die relative Veränderung des Proteins in den 
einzelnen Patienten. Die Messwerte wurden dabei auf die Summe der 
Messwerte aus Normal- und Tumorgewebe normalisiert. 
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Abb. 4.5 Expressionsverhalten von Galectin-3, Villin und E-Cadherin in klarzelligem 
Nierenzellkarzinom im Vergleich zu normalem Nierengewebe 
Gleiche Proteinmengen aus Gewebelysaten von 39 Patienten wurden mittels SDS-PAGE und 
Immunblot Analyse auf die Expression von Galectin-3, E-Cadherin und Villin untersucht. (A) 
zeigt ein repräsentatives Beispiel eines Western Blots. Nach Quantifizierung aller Immunblots 
wurde das Verhältnis des jeweiligen Proteins im Normalgewebe mit dem Tumorgewebe 
verglichen (B) und die relative Veränderung der Proteinexpression in den einzelnen Patienten 
dargestellt (C). Die Messwerte wurden auf die Summe der Werte von Normal und Tumor 
normalisiert. Galectin-3 ist im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Nierengewebe stark 
erhöht, während die Expression von E-Cadherin und Villin im Großteil der Patienten abnimmt. 
Eine statistische Auswertung erfolgte mit einem Student´s t-test (*** p<0,001). 
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Für die densitometrische Quantifizierung wurden außerdem α-Tubulin und 
GAPDH als Referenzproteine im Vergleich zu β-Catenin getestet. Abb. 4.6 A 
zeigt das Verhältnis der Proteine im Normal- und Tumorgewebe normalisiert auf 
die Summe aus Normal und Tumor. Die Expression von β-Catenin sinkt im 
Tumor im Vergleich zum gesunden Gewebe. Die Expression von GAPDH steigt 
im Tumorgewebe an. Für die Expression von α-Tubulin ist keine ansteigende 
oder abfallende Tendenz zu beobachten. Daraufhin wurden alle 
Expressionsmesswerte von Galectin-3, Villin und E-Cadherin auch auf α-
Tubulin normalisiert (Abb. 4.6 B). Beide Berechnungen zeigen im Großteil der 
Tumorgewebeproben einen eindeutigen Anstieg der Expression von Galectin-3 
bei gleichzeitiger Reduktion der Expression von Villin und E-Cadherin (Abb. 4.5 
B und 4.6 B). Insgesamt zeigten 79 % der Patienten mit ccRCC einen klaren 
Anstieg der Galectin-3 Expression während der Tumorentwicklung (Abb. 4.5. 
C). 
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Abb. 4.6 Expressionsverhalten von β-Catenin, GAPDH und α-Tubulin in klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen 
Der Proteingehalt von β-Catenin, GAPDH und α-Tubulin wurde in Gewebelysaten von 39 
Patienten mittels SDS-PAGE und anschließendem Immunoblot analysiert (A). α-Tubulin blieb 
im Vergleich zu GAPDH und β-Catenin im Normalgewebe und Tumorgewebe konstant und 
eignete sich somit als Referenzprotein. Das Verhältnis von Galectin-3, E-Cadherin und Villin im 
Tumor verglichen mit dem Normalgewebe wurde daraufhin noch einmal ermittelt und auf α-
Tubulin normalisiert (B). Galectin-3 ist in der Mehrheit der Patienten im Tumorgewebe stark 
erhöht. Gleichzeitig sinkt die Expression von Villin und E-Cadherin im Tumorgewebe. 
 
 
Tabelle 4.2 zeigt die klinikopathologischen Parameter, einschließlich Alter, 
Geschlecht histologisches Grading und Metastasierung der untersuchten 
Patienten in Abhängigkeit der Galectin-3 Expression. Die Patienten wurden 
dazu in zwei Gruppen mit hoher bzw. niedriger Galectin-3 Expressionsrate 
eingeteilt. Auffällig dabei ist, dass keiner der Patienten mit einem erniedrigten 
Lectingehalt im Tumor bis zum Zeitpunkt der Nephrektomie Metastasen 
ausgebildet hat. 
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Anzahl Patienten (%) 
Niedrige Galectin-3 
Expression 
Anzahl Patienten (%) 
Alter 
  
< 60 4 (12,9) 3 (37,5) 
> 60 27 (87,1) 5 (62,5) 
Geschlecht 
  
Männlich 14 (45,2) 3 (37,5) 
weiblich 17 (54,8) 5 (62,5) 
Clinical Stage 
  
I 12 (38,7) 4 (50,0) 
II 6 (19,4) 0 
III 11 (35,5) 4 (50,0) 
IV 2 (6,4) 0 
Histological Grade 
  
G1 2 (6,4) 0 
G2 22 (71,0) 7 (87,5) 
G3 7 (22,6) 1 (12,5) 
Metastasen 
  
M0 20 (64,5) 8 (100) 
M1 11 (35,5) 0 
n 31 (100) 8 (100) 
 
4.1.6 Untersuchung der Lokalisation und Expression von Galectin-3 und 
apikalen sowie basolateralen Markerproteinen in RC-124 und RCC-
FG1 Zellen 
Zur Untersuchung des Einflusses von Galectin-3 auf die Entstehung von 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen wurde neben Gewebeproben aus Patienten 
auch ein Zellkulturmodell mit einbezogen. Dabei handelte es sich um die 
humane Nierenzelllinie RC-124 und die aus humaner Niere gewonnene 
Klarzell-Karzinom Zelllinie RCC-FG1 (siehe 3.4.1 Verwendete Zelllinien). Das 
Wachstum beider Zelllinien wurde mittels Lichtmikroskopie beobachtet. Die RC-
124 Zelllinie bildet ein einschichtiges Epithel aus und wächst nach Erreichen 
der Konfluenz, nach etwa fünf bis sechs Tagen nicht übereinander. Die Zellen 
besitzen eine längliche Form mit einem zentralen, relativ runden Nukleus, der 
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einen Großteil der Zelle ausfüllt (Abb. 4.7, RC-124). Die RCC-FG1 Zellen 
wachsen im Vergleich schneller und erreichen nach etwa vier bis fünf Tagen 
Konfluenz. Auch sie wachsen aufgrund von Kontaktinhibition nicht 
übereinander. Sie bilden eine irreguläre Zellform aus mit einem großen 
Zytoplasmaanteil (Abb. 4.7, RCC-FG1). Beide Zelllinien wurden auf 
Deckgläschen kultiviert und über sieben Tage beobachtet. An Tag 1, 3 und 7 
wurden Zellen jeweils fixiert und immunhistologisch auf die Verteilung von 
Galectin-3, dem apikalen Markerprotein Villin und dem basolateralen 
Markerprotein E-Cadherin untersucht (Abb.4.7). 
Galectin-3 befindet sich sowohl in RC-124 Zellen und in RCC-FG1 Zellen 
vermehrt im Zytoplasma. Im Laufe der Zelldifferenzierung verringert sich das 
Galectin-3-Signal bei RC-124 Zellen minimal während es bei RCC-FG1 Zellen 
an Signalstärke zunimmt. Die Verteilung in RC-124 Zellen ist eher gleichmäßig 
während sie in RCC-FG1 Zellen eine netzartige Struktur aufweist, die sich 
bereits an Tag 1 erkennen lässt und sich dann während der Differenzierung 
verdichtet. Galectin-3 ist bei diesen Zellen bis in die Zellfortsätze zu lokalisieren. 
Die Verteilung von E-Cadherin beschränkt sich bei RCC-FG1 Zellen auf 
vesikuläre Strukturen im subnukleären Bereich während in RC-124 Zellen das 
gesamte Zytoplasma mit vesikulären Strukturen, positiv für E-Cadherin, 
ausgefüllt ist. Bei beiden Zellarten nimmt die Signalstärke mit zunehmender 
Zelldifferenzierung ab. 
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Villin ist bei beiden Zelllinien ebenfalls in vesikulären Strukturen im Zytoplasma 
zu lokalisieren und nimmt während der Zelldifferenzierung wie E-Cadherin ab. 
Abb. 4.7 Lokalisation von Galectin-3, E-Cadherin und Villin während der 
Zelldifferenzierung von RC-124 und RCC-FG1 
Immunhistologische Färbung von Galectin-3-Alexa546 (rot), Villin-Alexa488 (grün) bzw. E-
Cadherin-Alexa-488 (grün) in RC-124 und RCC-FG1 Zellen an Tag 1, 3 und 7 nach 
Ausplattieren. Galectin-3 ist im Zytoplasma lokalisiert und wird über die gesamten 7 Tage 
exprimiert, während E-Cadherin und Villin lediglich in vesikulären Strukturen im Zytoplasma 
auftreten und sich mit zunehmender Zelldifferenzierung verringern. Zellkerne wurden mit 
Hoechst 33342 (blau) gefärbt. Maßstab: 20 µm 
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An Tag 1 und 3 lassen sich sogar Kolokalisationen von Villin mit Galectin-3 in 
RC-124 Zellen und von E-Cadherin mit Galectin-3 in RCC-FG1 Zellen 
beobachten. 
Zur Unterstützung der aus Patientengewebe gewonnen Ergebnissen wurde 
auch das Expressionsmuster von Galectin-3 im Zellkulturmodell untersucht. Die 
Zellen wurden 6 Tage kultiviert, lysiert und gleiche Proteinmengen auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Die Expression von Galectin-3 und E-Cadherin sowie GAPDH 
als Kontrollprotein, wurde mittels Immunoblot analysiert. Die Expression von 
Galectin-3 steigt in der Tumorzelllinie im Vergleich zu den normalen Zellen stark 
an, während die E-Cadherin-Expression in diesen Zellen sinkt (Abb. 4.8 A, B). 
Dies unterstützt die Beobachtungen der Patienten-Proben, so dass 
zusammenfassend gesagt werden kann, dass die Expression von Galectin-3 in 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen erhöht ist. 
 
 
Abb. 4.8 Expressionsverhalten von Galectin-3 und E-Cadherin in RC-124 und RCC-FG1 
Zellen 
Zellen der humanen Nierenzelllinie RC-124 und der klarzelligen Nierenzellkarzinom Zelllinie 
RCC-FG1 wurden nach sechs Tagen Kultivierung lysiert und anschließend mittels SDS-PAGE 
und Immunoblotanalyse auf die Expression von Galectin-3 und E-Cadherin sowie GAPDH, als 
Referenzprotein, untersucht. (A) Repräsentative Western Blots. (B) Quantifizierung anhand von 
drei unabhängigen Experimenten. Die Galectin-3 Expression ist in den RCC-FG1 Zellen im 
Vergleich zu den RC-124 Zellen stark erhöht, wohingegen die Expression von E-Cadherin in 
diesen Zellen sinkt. 
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4.1.7 Nukleäre Akkumulation von Galectin-3 in klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen 
Die subzelluläre Lokalisation von Galectin-3 hängt vom Zelltyp und den 
experimentellen Konditionen ab, da es vermehrt im Zytoplasma (Gaudin et al., 
2000; Openo et al., 2000) oder Nukleus (Gaudin et al., 2000; Moutsatsos et al., 
1987) lokalisiert werden konnte. Je nach Lokalisation in der Zelle nimmt 
Galectin-3 einen unterschiedlichen Einfluss auf die zellulären Prozesse. Zur 
genaueren Untersuchung der zellulären Lokalisation von Galectin-3 wurden 
Gewebeschnitte aus normalen Bereichen und aus klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen von neun Patienten immunhistologisch gefärbt und 
mittels KLSM untersucht. Zur Detektion des gesamten Fluoreszenzsignals in 
einer Zelle wurden z-Stapel aufgenommen und diese anschließend einer 3D-
Rekonstruktion unterzogen. Abb. 4.9 A zeigt, dass Galectin-3 im Tumorgewebe 
zunehmend im nukleären Bereich konzentriert ist, während es im 
Normalgewebe hauptsächlich im Zytosol lokalisiert ist. In Abb. 4.9 B ist die 
Fluoreszenzintensität von Galectin-3 (rot) und Hoechst (blau) in einem 
Querschnitt durch jeweils eine Zelle (weiße Linie in A) zu sehen. Die 
Intensitätsmaxima von Galectin-3 sind im Normalgewebe deutlich im 
zytosolischen Bereich, wohingegen sie sich im Tumorgewebe zunehmend im 
Zellkern befinden. 
Die Gewebeproben wurden weiterhin einer Zellkernisolation unterzogen (siehe 
3.7.1 Isolation von Zellkernen) und mittels Western-Blot und anschließender 
Quantifizierung auf die subzelluläre Verteilung von Galectin-3 untersucht. Als 
Kontrollproteine zur Sicherstellung einer gelungenen Kernisolation wurden 
Antikörper gegen das in der Zellkernmembran lokalisierte Lamin und gegen die 
im Zytosol befindliche Lactatdehydrogenase (LDH) verwendet (Abb. 4.9 C). 
Repräsentative Immunoblots der zellulären Lokalisation von Galectin-3 sind in 
Abb. 4.9 D dargestellt. In sechs von neun Patienten konnte eine zunehmende 
Akkumulation des Lectins im Zellkern der Tumorzellen beobachtet werden 
(Abb. 4.9 D, E). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen die Expression von Galectin-3 erhöht ist und ein 
bedeutender Anteil davon in die Nuklei transportiert wird. 
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Abb. 4.9 Nukleäre Lokalisation von Galectin-3 in Normal- und Tumorgewebe 
(A) Gewebeproben aus dem normalen Nierengewebe und aus dem klarzelligen 
Nierenzellkarzinom wurden immunhistologisch auf die zelluläre Lokalisation von Galectin-3 (rot) 
und Hoechst (blau) mit Hilfe des KLSM untersucht. Die aufgenommenen z-Stapel wurden 
dekonvoliert und anschließend eine 3D-Rekonstruktion erstellt. Auf der rechten Seite ist 
Galectin-3 ohne Kernfärbung dargestellt. Maßstab: 15 µm. (B) Intensitätsprofile des in A mit 
einer weißen Linie markierten Bereichs. (C) Repräsentative Immunoblots von nukleärem Lamin 
und zytosolischen LDH nach Zellkernisolation aus dem Normal- und Tumorgewebe. (D) Die 
Verteilung von Galectin-3 und Lamin in nukleären und zytosolischen Fraktionen zeigt, dass 
Galectin-3 sich in Zellen des Tumorgewebes vermehrt im Nukleus befindet, während es im 
Normalgewebe hauptsächlich im Zytosol lokalisiert ist. (E) Sechs von neun Patienten weisen 
diesen erhöhten Import des Lectins in den Zellkern auf. 
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4.1.8 Kolokalisation von Galectin-3 und Centrin-2 am Basalkörperchen 
des primären Ziliums  
Eine polare Organisation von renalen Epithelzellen ist für die Funktionalität der 
Niere essentiell. Die vorherigen Untersuchungen an klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen zeigen, dass die Entstehung von Tumorzellen mit dem 
Verlust der Zellpolarität einhergeht. Bei der Aufrechterhaltung der polaren 
Organisation von renalen Epithelzellen ist das primäre Zilium essentiell beteiligt, 
wie bereits in MDCK-Zellen gezeigt werden konnte (Bacallao et al., 1989). 
Eine Assoziation von Galectin-3 und Centrin-2 am Basalkörperchen des 
primären Ziliums von MDCK-Zellen konnte bereits gezeigt werden, sowie die 
gestörte Ziliogenese nach Depletion von endogenem Galectin-3 in MDCK 
Zellen und Mäusenieren (Koch et al., 2010).  
Für die hochauflösende Darstellung der Komponenten des Basalkörperchens 
wurden sechs Tage alte auf Deckgläschen kultivierte MDCK Zellen fixiert und 
mit einem Anti-Centrin-2 und Anti-α-Tubulin Antikörper immungefärbt und 
mittels GSDIM-Mikroskopie (Leica SR GSD) untersucht (Abb. 4.10 A). Im 
Vergleich dazu wurden Aufnahmen mit dem Konfokalmikroskop (Leics TCS 
SP2) von auf Deckgläschen kultivierten MDCK Zellen, die immunhistologisch 
gegen Centrin-2 und Galectin-3 gefärbt wurden, erstellt (Abb. 4.10 B). Mit dem 
GSDIM-Verfahren lassen sich das subapikale Mikrotubuli-Netzwerk und die 
halbkreis- bis ringförmigen Strukturen um den Basalkörper deutlich erkennen. 
Diese ringförmigen Strukturen sind zentral ausgerichtet, kommen einmal pro 
Zelle vor und sind positiv für Centrin-2 und α-Tubulin (Abb. 4.10 A, Pfeil). Im 
Vergleich dazu zeigen die KLSM-Bilder ebenfalls diese ringförmige Struktur, die 
positiv für Centrin-2 und Galectin-3 ist, in einer deutlich diffuseren Darstellung 
(Abb. 4.10 B, Pfeile). Die xz-Aufnahme zeigt, dass auch hier die 
halbmondförmigen Strukturen zentral über dem blau-gefärbten Zellkern liegen. 
Abschließend lässt sich sagen, dass mit Hilfe der GSDIM-Technik die räumliche 
Anordnung von Komponenten des Basalkörperchens des primären Ziliums 
detailgetreu unterhalb der Beugungsgrenze dargestellt werden konnte. 
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Abb. 4.10 Darstellung der Komponenten des Basalkörperchens mit Hilfe der GSDIM-
Mikroskopie im Vergleich zur KLSM-Mikroskopie 
(A) Auf Deckgläschen kultiviert MDCK Zellen wurden fixiert und mit Anti-Centrin-2-Alexa488 
(grün) und Anti-α-Tubulin-Alexa647 (rot) immungefärbt und mit Hilfe des GSDIM-Mikroskops 
untersucht. Das subapikale Netzwerk aus Mikrotubuli und eine ringförmige Struktur, positiv für 
Centrin-2 und Tubulin (Pfeil) sind detailgetreu zu beobachten. Maßstab:1 µm 
(B) MDCK Zellen, die mit Anti-Centrin-2-Alexa488 (grün) und Anti-Galectin-3-Alexa-647 (rot) 
immungefärbt wurden. Die Zellkerne sind mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. Die xy-Abbildung 
zeigt ringförmige Strukturen, die positiv für Centrin-2 und Galectin-3 sind (Pfeile). In der xz-
Abbildung wird die zentrierte apikale Lokalisation dieser Struktur in der Zelle deutlich. Im 
Vergleich zum GSDIM-Bild zeigen die KLSM-Aufnahmen eine diffusere Darstellung der 
Proteine. Maßstab: 1 µm 
 
4.1.9 Das primäre Zilium bei der Entstehung klarzelliger 
Nierenzellkarzinome 
Der Verlust des VHL-Gens beim von Hippel-Lindau (VHL)-Syndrom und der 
damit einhergehende Verlust der Cilien sind auch an der Ausbildung von 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen beteiligt (Gnarra et al., 1994; Maher et al., 
1990). Desweiteren ist bekannt, dass auch Mutationen in Cilien-assozierten 
Proteinen an der Ausprägung von u.a. Nierenzellkarzinomen verantwortlich sind 
(Sjoblom et al., 2006; Wang et al., 2004). Daher wurde die Lokalisation von 
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Centrin-2 und Galectin-3 sowie deren Expression während der Entstehung des 
klarzelligen Nierenzellkarzinoms untersucht. Für diese Untersuchung wurden 
Gewebeschnitte von Methanol fixierten, Paraffin eingebetteten humanem 
Nierengewebe und klarzelligem Nierenzellkarzinom mit einem Anti-Galectin-3 
und Anti Centrin-2 Antikörpern fluoreszenzmikroskopisch untersucht (siehe 
3.9.1 Immunfluoreszenzfärbung am Gewebe). Abbildung 4.11 A zeigt einen 
distalen Tubulus und einen Ausschnitt eines Sammelrohres mit einer 
vermehrten apikalen Galectin-3 Lokalisation (rot) in einzelnen Zellen mit 
Kolokalisationen mit Centrin-2 (Pfeile). Im klarzelligen Nierenzellkarzinom ist 
keine tubuläre Struktur mehr zu erkennen. Galectin-3 ist diffus in der Zelle 
verteilt. Centrin-2 scheint deutlich geringer exprimiert, zusätzlich lässt sich die 
subzelluläre Lokalisation schwer definieren. Zudem treten sehr geringe 
Kolokalisationen mit Galectin-3 auf (Abb. 4.11 B, Pfeile). 
Neben den Gewebeproben wurden RC-124 und RCC-FG1 Zellen Methanol 
fixiert und ebenfalls auf die Lokalisation von Galectin-3 und Centrin-2 mittels 
Immunfluoreszenzmarkierung untersucht (siehe 3.9.2 
Immunfluoreszenzfärbung an Zellen). Galectin-3 befindet sich in den RC-124 
Zellen vermehrt im Zytosol (Abb. 4.11 C, Vergrößerung unten rechts). Centrin-2 
ist ausschließlich punktuell an der apikalen Oberfläche der Zelle zu 
beobachten, wo es mit Galectin-3 kolokalisiert (Abb. 4.11 C, Vergrößerung und 
E). Im Vergleich zu den RCC-FG1 Zellen weist jede RC-124 Zelle ein 
Basalkörperchen auf. In den RCC-FG1 Zellen wird Galectin-3 stark im Zytosol 
und Nukleus exprimiert (Abb. 4.11 D Vergrößerung und F), Centrin-2 hingegen 
ist nur vereinzelt zu beobachten. 
Im Anschluss wurden je zehn unterschiedliche Bildausschnitte der RC-124 und 
RCC-FG1 Zellen auf Kolokalisationen von Centrin-2 mit Galectin-3 ausgezählt 
(Abb. 4.11 G). Während in den RC-124 Zellen ca. 45 % der Zellen eine 
Kolokalisation von Centrin-2 und Galectin-3 am Basalkörperchen aufweisen, 
zeigen nur ca. 20 % der RCC-FG1 Zellen diese Kolokalisation. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das primäre Zilium im klarzelligen 
Nierenzellkarzinom und RCC-FG1 Zellen nur noch vermindert ausgebildet wird 
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Abb. 4.11 Kolokalisation von Centrin-2 und Galectin-3 am Basalkörperchen des primären 
Ziliums in Nierenzellen  
(A - D) Normales Nierengewebe (A) und klarzelliges Nierenzellkarzinomgewebe (B) sowie RC-
124 (C) und RCC-FG-1 Zellen (D) wurden immunhistochemisch gegen Galectin-3 (rot) und 
Centrin-2 (grün) gefärbt und mittels KLSM auf Kolokalisationen (Pfeile) untersucht. An der 
apikalen Oberfläche der Epithelzellen des normalen Nierengewebes und den RC-124 Zellen 
sind die Basalkörperchen, positiv für Galectin-3 und Centrin-2. Im Tumorgewebe und in den 
RCC-FG1 Zellen sind nur noch vereinzelte ringartige Strukturen, positiv für Galectin-3 und 
Centrin-2 zu beobachten. Maßstab: 15 µm. (E - F) Mittels xz-Aufnahmen konnte die zentrale 
Lokalisation des Basalkörperchens in RC-124 (E) und RCC-FG1 Zellen (F) gezeigt werden. 
Maßstab: 15 µm (G) Die Anzahl der Kolokalisationen wurde anhand von zehn unterschiedlichen 
Bildausschnitten ausgezählt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler. Die statistische 
Analyse erfolgte mittels ungepaartem t-Test (***p<0,0001) 
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4.1.10 Erniedrigte Expression von CEACAM1 in RCC-FG1 Zellen und im 
klarzelligen Nierenzellkarzinom 
CEACAM1 zählt zu den Zelladhäsionsmolekülen und wird in vielen 
verschiedenen Zellen exprimiert, darunter auch Epithel- und Endothelzellen der 
Niere (Hammarstrom, 1999; Prall et al., 1996). Während der Tumorprogression 
in verschiedenen Organen wird die Expression von CEACAM1 verändert 
(Ergun et al., 2000; Kammerer et al., 2004; Neumaier et al., 1993). 
Somit stellte sich die Frage nach einer Korrelation zwischen der Expression von 
Galectin-3 und CEACAM1 während der Entstehung von Nierenzellkarzinomen. 
Für diese Untersuchung wurde zunächst die humane Zelllinie RC-124 und die 
Tumorzelllinie RCC-FG1 verwendet. Die Zellen wurden 6 Tage kultiviert, lysiert 
(siehe 3.5.1 Herstellung von Zelllysaten) und anschließend auf die Expression 
von Galectin-3 und CEACAM1 mittels SDS-PAGE und Western-Blot untersucht. 
Als Kontrollprotein wurde α-Tubulin verwendet und die relative 
Proteinkonzentration auf jenes normalisiert. Es zeigte sich eine signifikant 
erniedrigte Expression von CEACAM1 in den RCC-FG1 Zellen im Vergleich zu 
den RC-124 Zellen (Abb. 4.12 A, B). Die Expression von Galectin-3 dagegen ist 
in den RCC-FG1 Zellen im Vergleich zur Expression in den RC-124 Zellen um 
das sechs fache erhöht (Abb. 4.12 A, B). 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde anschließend das Expressionsverhalten von 
Galectin-3 und CEACAM1 in gesundem Nierengewebe und Tumorgewebe 
analysiert (Abb. 4.12 C). Gewebeproben von 54 Patienten mit klarzelligem 
Nierenzellkarzinom wurden untersucht. 11,1 % der Patienten wiesen eine 
erniedrigte Expression von CEACAM1 und Galectin-3 im Tumorgewebe auf 
(Abb. 4.12 C, linke Spalte). In 15,8 % der Patienten konnte eine Erhöhung der 
CEACAM1-Expression bei gleichzeitiger Erhöhung der Galectin-3-Expression 
beobachtet werden (Abb. 4.12 C, mittlere Spalte). Der Großteil der Patienten 
(70,4 %) zeigte allerdings eine Abnahme in der Expression von CEACAM1 bei 
gleichzeitigem Anstieg der Galectin-3 Expression im Tumorgewebe (Abb. 4.12 
C, rechte Spalte). Eine signifikante Änderung des Kontrollproteins α-Tubulin 
wurde nicht beobachtet. In Abb. 4.12 D ist die relative Veränderung von 
CEACAM1 und Galectin-3 in jedem einzelnen Patienten dargestellt. 
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Abb. 4.12 Expressionsverhalten von Galectin-3 und CEACAM1 während der 
Tumorprogression (Legende siehe nächste Seite) 
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Abb. 4.12 Expressionsverhalten von Galectin-3 und CEACAM1 während der 
Tumorprogression 
(A) Sechs Tage alte RC-124 und RCC-FG1 Zellen wurden auf die Expression von CEACAM1 
und Galectin-3 untersucht. α-Tubulin wurde als Referenzprotein verwendet. (B) Quantifizierung 
von (A), dargestellt sind die Mittelwerte ± Stanardfehler der relativen Proteinkonzentration 
normalisiert auf α-Tubulin. Die statistische Analyse erfolgte anhand einer einfaktoriellen ANOVA 
gefolgt von einem Tukey-Post Test (***p<0,0001). (C) Gesundes Nierengewebe und Gewebe 
aus klarzelligen Nierenzellkarzinomen wurde homogenisiert und im Western-Blot durch 
Verwendung eines anti-Galectin-3 und anti-CEACAM1 Antikörpers analysiert. Die Immunblots 
wiesen unterschiedliche Expressionsverhalten von CEACAM1 und Galectin-3 auf. Neben einem 
Expressionsanstieg beider Proteine, bei 11 % der Patienten, wurde auch ein Expressionsabfall 
beider Proteine, bei 16 % der Patienten, beobachtet. 73 % der Patienten zeigten eine 
Verringerung der CEACAM1 Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum normalen Gewebe 
bei gleichzeitigem Anstieg der Galectin-3 Expression im Tumor. (D) zeigt die relative 
Veränderung von CEACAM1 und Galectin-3 in 54 Patienten. 
 
Die Patientendaten und das Zellkulturmodell zeigen, dass eine Reduktion der 
CEACAM1-Expression bei gleichzeitigem Anstieg der Galectin-3 Expression 
während der Tumorprogression stattfindet. Somit konnte die Vermutung einer 
Korrelation der Expression beider Proteine bestätigt werden. 
 
4.1.11 Einfluss der Tumordifferenzierung auf die Expression von 
CEACAM1 und Galectin-3 
Im Anschluss an die in 4.1.10 dargestellten Ergebnisse sollte nun die 
Tumordifferenzierung bei der Untersuchung der Expression von CEACAM1 und 
Galectin-3 berücksichtigt werden. Wie schon in Abb. 4.12, D gezeigt, wiesen 
89% der untersuchten Patienten eine hohe Galectin-3-Expression und 11 % 
eine erniedrigte Galectin-3-Expression im Tumorgewebe auf. Von diesen 
Patienten zeigten 83 % eine Abnahme der CEACAM1-Expression und 17 % 
eine gesteigerte CEACAM1-Expression im Tumorgewebe. Ein gleichzeitiger 
Verlust der CEACAM1-Expression und ein Zunahme der Galectin-3-Expression 
im Tumorgewebe konnte bei 73 % der Patienten beobachtet werden (Abb. 4.12, 
C). Von den 54 untersuchten Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom 
konnten 6,5 % in die Tumordifferenzierungsstufe G1, 81,5 % in G2 und 13 % in 
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G3 eingestuft werden. Betrachtet man alle Patienten der Stufe G1 - G3 im Zuge 
ihrer Galectin-3-Überexpression lässt sich feststellen, dass 100 % der Patienten 
in Stufe G1 eine erhöhte Proteinexpression aufweisen. Diese erhöhte Galectin-
3-Expression zeigt sich allerdings nur noch bei 89 % der Patienten in Stufe G2 




Abb. 4.13 Die Expression von Galectin-3 und CEACAM1 unter dem Einfluss der 
Tumordifferenzierung 
Die Patienten wurden je nach Galectin-3- und CEACAM1- Expression im Tumorgewebe in je 
zwei Gruppen eingeteilt. Daraufhin wurde der Einfluss der Tumordifferenzierung auf die erhöhte 
Expression von Galectin-3 und die verminderte Expression von CEACAM1 ermittelt. 
 
Mit zunehmender Tumordifferenzierung nimmt die Überexpression von 
Galectin-3 leicht ab (Abb.4.13, rechts). Betrachtet man nun alle Patienten der 
Stufe G1 - G3 im Zuge ihres Expressionsverlustes von CEACAM1, lässt sich 
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feststellen, dass bei nur etwa 33 % der Patienten mit gering differenziertem 
Tumor (G1) eine Abnahme der CEACAM1-Expression zu beobachten ist. 
Allerdings zeigt sich diese Abnahme in 84 % der Patienten in Stufe G2; in Stufe 
G3 zeigen alle Patienten eine verminderte CEACAM1-Expression (Abb. 4.13, 
links). Folglich steigt mit zunehmender Tumordifferenzierung der Verlust an 
CEACAM1 Expression in den untersuchten Patienten. 
 
4.1.12 CEACAM1 und Galectin-3 interagieren im Übergangsgewebe 
Nachdem die Korrelation der Expression von CEACAM1 und Galectin-3 
bestätigt werden konnte (siehe 4.1.10), sollte eine mögliche Interaktion der 
beiden Proteine während der Tumorentwicklung untersucht werden. Dazu 
wurden zunächst RC-124 und RCC-FG1 Zellen auf Deckgläschen kultiviert und 
nach sechs Tagen immunhistochemisch gefärbt (siehe 3.9.2 
Immunfluoreszenzfärbung an Zellen) und anschließend mittels KLSM auf die 
Lokalisation von CEACAM1 (grün) und Galectin-3 (rot) untersucht. Während 
Galectin-3 ubiquitär im Zytoplasma der RC-124 und der RCC-FG1 Zellen 
verteilt ist, beschränkt sich die Lokalisation von CEACAM1 auf vesikuläre 
Strukturen. Einige dieser Vesikel sind ebenfalls für Galectin-3 positiv (Abb. 4.14 
A, Pfeile markieren Bereiche mit Kolokalisationen). 
Anschließend wurden Gewebeproben von fünf Patienten mit klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen auf die Lokalisation von CEACAM1 und Galectin-3 
untersucht. Die Proben wurden Methanol fixiert und mit Antikörpern gegen das 
jeweilige Protein markiert (siehe 3.9.1 Immunfluoreszenzfärbung am Gewebe). 
CEACAM1 konnte im normalen Gewebe ausschließlich im proximalen Tubulus 
lokalisiert werden. Dort zeigte es eine zytoplasmatische Lokalisation und konnte 
verstärkt an der dem Tubuluslumen zugewandten apikalen Oberfläche der 
Zellen detektiert werden (Abb. 4.14 B). Kolokalisationen mit dem im proximalen 
Tubulus sehr schwach bis gar nicht exprimierten Galectin-3 konnten lediglich in 
vesikulären Strukturen im subapikalen Bereich einzelner Zellen des proximalen 
Tubulus beobachtet werden (Abb. 4.14 B links). Generell erscheint im 
Tumorgewebe die Fluoreszenzintensität von CEACAM1 im Gegensatz zu 
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Galectin-3 sehr schwach, was die Untersuchungen des Expressionsverhaltens 
beider Proteine in 4.1.11 bestätigt (Abb. 4.14 C, links). Einzelne 
Kolokalisationen konnten hier im Bereich der Zellmembran detektiert werden 
(Abb. 4.14 C, links, Pfeile). Am häufigsten konnten Kolokalisationen von 
CEACAM1 und Galectin-3 in Bereichen des sogenannten Übergangs 
beobachtet werden (Abb. 4.14 B, C, rechts, Pfeile). In diesen Bereichen ist die 
Tubulistruktur schon zum Teil defekt. Zwischen den Tubuli konnten Tumorzellen 
oder sich zu Tumorzellen entwickelnde Zellen, stark positiv für Galectin-3, 
beobachtet werden. Die Kolokalisation beider Proteine erstreckte sich in diesen 











Abb. 4.14 Galectin-3 und CEACAM1 im Übergangsgewebe 
(A) RC-124 und RCC-FG1 Zellen, wurden auf die Lokalisation von Galectin-3 und CEACAM1 
untersucht. CEACAM1 lokalisiert in vesikulären Strukturen, die teilweise auch positiv für 
Galectin-3 sind. Maßstab RC-124: 10 µm, RCC-FG1: 25 µm. (B-C) Gewebeproben aus 
normalen Nierengewebe, Tumorgewebe und Übergangsgewebe wurden auf die zelluläre 
Verteilung von CEACAM1 und Galectin-3 untersucht. (B) CEACAM1 ist stark an der apikalen 
Oberfläche von Epithelzellen des proximalen Tubulus lokalisiert und kolokalisiert mit Galectin-3 
(Pfeile) in subapikalen vesikulären Strukturen dieser Zellen oder in tumordifferenzierenden 
Zellen. (C) Der geringe Anteil an CEACAM1 in den Tumorzellen kolokalisiert mit Galectin-3 
auch hier in Bereichen des Übergangs hauptsächlich in der Zellmembran, aber auch im Zytosol. 
Maßstab: 25 µm. (D) Co-IP Studie mit RC-124 und RCC-FG1 Zelllysaten sowie Gewebelysaten 
der normalen Niere und des klarzelligen Nierenzellkarzinoms. Die Co-präzipitation von 
CEACAM1 erfolgte mit Hilfe eines anti-Galectin-3 Antikörpers und anschließender Western 
Blotanalyse. Die Lysate stellen noch einmal das Expressionsverhalten der Proteine dar. 
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Abb. 4.14 Galectin-3 und CEACAM1 im Übergangsgewebe (Legende siehe vorherige Seite) 
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Die Kolokalisations-Beobachtungen deuteten auf eine mögliche Interaktion von 
CEACAM1 mit Galectin-3 hin und wurden anschließend mit Hilfe einer Co-
Immunpräzipitation verifiziert. Dazu wurden Zelllysate aus je 6 10 cm 
Kulturschalen und 6 Tage alten RC-124 und RCC-FG1 Zellen sowie 
Gewebelysate aus der gesunden Niere und aus dem Tumor hergestellt. Diese 
wurden mit einem anti-Galectin-3 (169) Antikörper inkubiert und die 
entstandenen Proteinaggregate mittels PAS präzipitiert und mittels Western 
Blots analysiert (Abb. 4.14 D). Bei den Gewebelysaten handelte es sich um 
Proben aus drei der fünf Patienten, die zuvor fluoreszenzmikroskopisch 
untersucht wurden. Die Co-IP der Zelllysate wurde ebenfalls dreimal 
unabhängig voneinander durchgeführt. Anhand der Western Blots konnte eine 
eindeutige Präzipitation von Galectin-3 im Zell- und Gewebelysat festgestellt 
werden. CEACAM1 konnte verstärkt im Normalgewebe und in den RC-124 
Zellen copräzipitiert werden, im Vergleich zu einer geringeren Copräzipitation in 
Tumor- bzw. den RCC-FG1 Zellen (Abb. 4.14 D, Co-IP). Dies spiegelt auch die 
verringerte Expression von CEACAM1 in den Tumorzellen wieder, wie die 
Signalintensität der Lysate zeigt (Abb. 4.14 D). Eine Interaktion von CEACAM1 
und Galectin-3 konnte somit bestätigt werden. Die Patientendaten sollten 
allerdings durch weitere Co-IP Studien unterstützt werden. Zusätzlich sind die 
Patientenparameter zu berücksichtigen. 
 
4.1.13 Identifikation von Galectin-3 Bindungspartnern 
Galectin-3 ist in vielen zellulären Prozessen und an der Tumorentstehung 
involviert. Dabei spielen die zahlreichen Interaktionen mit anderen Proteinen 
eine große Rolle (Andre et al., 1999; Nakahara et al., 2005; Yang et al., 2008). 
Mit Hilfe einer Galectin-3 Affinitätssäule und anschließender ESI-MS/MS 
Untersuchungen sollten Bindungspartner von Galectin-3 identifiziert werden, die 
möglicherweise zur Entstehung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms beitragen. 
Für die Untersuchung wurden Zelllysate von RC-124 und RCC-FG1 Zellen 
hergestellt und über eine Galectin-3-Säule gegeben (siehe 3.6.4 Isolierung von 
Galectin-3 Bindungspartnern aus RC-124 und RCC-FG1 Zellen). Die 
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aufgefangenen Elutionsfraktionen wurden durch Messung der Absorption bei 
280 nm mit Hilfe der ÄCTA auf ihren Proteingehalt untersucht. (Abb. 4.15 A). 
Anschließend erfolgte eine Identifikation der Galectin-3 Bindungspartner mittels 
ESI-MS/MS durch Herrn Dr. Uwe Linne mit Unterstützung von Herrn Dr. Stefan 
Baumeister (Philipps-Universität Marburg). Aufgrund der zahlreichen 
Ergebnisse, sind hier nur bestimmte Protein aufgelistet, die eine Rolle in der 
Tumorprogression spielen könnten (Tabelle 4.3). 
 
Abb. 4.15 Identifikation der proteinhaltigen Elutionsfraktionen 
 
 




Accession-Nr. Identität Sequenz- übereinstimmung (%) 
P27487 Dipeptidyl Peptidase 4 13 
P43121 Zelloberflächenglykoprotein MUC18 11 
P35222 β-Catenin-1 12 
P14174 Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) 29 
Q5RDA4 Galectin-3-binding protein (MAC2BP) 23 
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RCC-FG1 
Accession-Nr. Identität Sequenz- übereinstimmung (%) 
P27487 Dipeptidyl Peptidase 4 13 
P26233 β-Catenin 4 
Q5RDA4 Galectin-3-binding protein (MAC2BP) 11 
P43121 Zelloberflächenglykoprotein MUC18 11 
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4.2 Endozytose und Recycling von Galectin-3 an der 
apikalen Membran von Epithelzellen 
Galectin-3 fungiert im apikalen Transport als Sortierplattform raft unabhängiger 
Proteine (Delacour et al., 2006; Delacour et al., 2008). Nach Erreichen der 
apikalen Zellmembran wird das Lectin in den Extrazellulärraum sekretiert, wo es 
weitere zahlreiche Funktionen ausführt. Vermutlich wird es erneut in die Zelle 
aufgenommen und in einem Rezyklierungsprozess wieder zur apikalen 
Membran transportiert. Wie der genaue Mechanismus der Endozytose von 
Galectin-3 abläuft und ob das aufgenommene Lectin erneut zur apikalen 
Membran transportiert wird, sollte in diesem Teil der Arbeit näher untersucht 
werden. 
 
4.2.1 Endozytiertes Galectin-3 wird zurück an die Zelloberfläche 
transportiert 
Durch vorherige Studien in MDCK-Zellen konnte gezeigt werden, dass Galectin-
3 zuckerabhängig endozytiert wird und nach Aufnahme in Recyclingendosomen 
unterhalb der apikalen Zelloberfläche akkumuliert (Schneider et al., 2010). 
Anhand dieser Daten wurde vermutet, dass das Lectin von diesem 
endosomalen Kompartiment in einem Recyclingweg zurück zur apikalen 
Oberfläche gelangen kann. Um diesen Recyclingweg von Galectin-3 zu 
untersuchen, wurden polarisierte MDCK Zellen auf PET-Filtern in 24 
Lochschalen kultiviert und mit rekombinantem Galectin-3 inkubiert. Dieses 
wurde zuvor mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa488 fusioniert (siehe 3.6.2 
Fluoreszenzmarkierung von rekombinanten Proteinen). Die Endozytose erfolgte 
für 20 min bei 37°C, anschließend wurde überschüssiges Galectin-3 durch 
Waschen entfernt. Nach Zugabe von PBS++ zur apikalen und basolateralen 
Seite wurden die Zellen für 0 - 150 min bei 37°C inkubiert. Ein zweiter Ansatz 
wurde als Kontrolle parallel bei 4°C inkubiert. Jeweils nach 30 min wurde der 
Zellüberstand entnommen. Die Menge an apikal sezerniertem Galectin-3-
Alexa488 wurde durch Messung der Fluoreszenzintensität mit Hilfe eines Tecan 
infinite200 Plattenlesegerätes bestimmt. Während des gesamten Verlaufes der 
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Messung konnte ein starker Anstieg der Fluoreszenzintensität beobachtet 
werden (Fig. 4.16 A), was auf eine apikale Sekretion eines beträchtlichen 
Anteils des vorher internalisierten rekombinantem Galectin-3 hinweist. 
Durch Erstellen einer Galectin-3-Alexa488 Konzentrationsreihe konnte weiterhin 
die Menge an sezerniertem Protein bestimmt werden. Diese belief sich in den 
ersten 30 min schon auf etwa 0,014 µM und erreichte nach 150 min einen Wert 
von etwa 0,024 µM. Die gleichbleibende niedrige Fluoreszenzintensität der 
Kontrolle verdeutlicht, dass Endo- und Exocytose bei 4°C in den MDCK Zellen 
blockiert ist. 
Der Rezyklierungsprozess von Galectin-3 wurde in einem weiteren Experiment 
untersucht. Dazu wurde die Sekretion von endogenem und rekombinaten 
Galectin-3 verglichen. Verwendet wurden polare MDCK Zellen auf PET Filtern 
in 6 Lochschalen, mit denen, wie oben beschrieben, mit rekombinantem 
humanem Galectin-3 ohne Fluoreszenzmarkierung ein Uptake durchgeführt 
wurde. Nach erfolgter Endozytose wurden die Zellen mit frischem apikalen 
PBS++ bei 37°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 150 min wurde erneut alle 
30 min der Zellüberstand entnommen und zusätzlich ein Zelllysat zu den 
jeweiligen Zeitpunkten hergestellt. Die apikale sezernierte und in der Zelle 
befindliche Menge an rekombinantem Protein wurde anschließend mittels SDS-
PAGE und Immunblot bestimmt (Fig. 4.16 B). Endogenes und rekombinantes 
Galectin-3 wurden dabei mit einem anti-Galectin-3 Antikörper detektiert und 
anhand ihres Molekulargewichts voneinander unterschieden. Fig. 4.16 C zeigt 
die Quantifizierung der Western Blots des rekombinanten Galectin-3. Der Anteil 
an sekretiertem Protein im apikalen Medium und der in der Zelle verbleibende 
Anteil sind hierbei jeweils auf die Gesamtmenge des rekombinanten Lectins im 
apikalen Medium und im Zelllysat bezogen. Im apikalen Medium steigt die 
Menge an rekombinantem Galectin-3 im Verlauf des Versuchs an, während 
intrazellulär ein deutlicher Abfall zu beobachten ist. Dies zeigt deutlich, dass ein 
wesentlicher Anteil des rekombinanten Galectin-3 zunächst in die Zelle 
aufgenommen wird und anschließend wieder zurück an die apikale 
Zelloberfläche transportiert wird um dort sekretiert zu werden. Dieser Anteil 
könnte dann erneut für eine Aufnahme und einen neuen Recyclingzyklus 
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bereitstehen. Gleichzeitig konnte auch ein Anstieg des endogenen Galectin-3 
im apikalen Medium beobachtet werden (Fig. 4.16 B cGal-3) während die 
Menge im Lysat dagegen gleich blieb. Der Anstieg beider Lectine im apikalen 
Medium lässt sich durch den vorangegangenen Waschschritt mit 150 mM 
Lactose erklären. Dadurch wurde sämtliches an der Zelloberfläche befindliches 
Galectin-3 entfernt. Endogenes Galectin-3 wird permanent von der Zelle 
synthetisiert, was den gleichbleibenden intrazellulären Anteil erklärt. Beim 
rekombinanten Galectin-3 hingegen handelt es sich um exogen 
hinzugegebenes Protein, das die Zelle nur kurz durchläuft. Zusammenfassend 
konnte die Hypothese eines Galectin-3 Rezyklierungsprozesses bestätigt 





Abb. 4.16 Recycling von endozytiertem Galectin-3. 
(A) 1,5 µM rekombinantes Galectin-3-Alexa488 wurde zum apikalen Medium polarisierter, auf 
PET Filtern kultivierten MDCK Zellen gegeben. Die Endozytose erfolgte bei 37°C für 20 min. 
Überschüssiges Protein an der Zelloberfläche wurde entfernt und PBS++ zur apikalen und 
basolateralen Oberfläche der Zellen gegeben. Die Zellen wurden dann für 0 - 150 min bei 37°C 
oder als Kontrolle alternativ bei 4°C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der 
Zellüberstand entnommen und die Menge an Galectin-3-Alexa488 mittels einer 
Fluoreszenzintensitätsmessung bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardfehler von 
fünf unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten. (B) 1,5 µM rekombinantes 
Galectin-3 wurde unter den gleichen experimentellen Bedingungen wie in (A) von MDCK Zellen 
endozytiert. Der Anteil von rekombinantem und endogenen Galectin-3 wurde anschließend 
mittels Western-Blot durch Verwendung eines anti-Galectin-3 Antikörpers analysiert. MDCKwt-
hGal3: Kontrollzellen ohne rekombinantes Galectin-3 und ohne Entfernung des endogenen 
Galectin-3 von der Zelloberfläche; hGal-3: rekombinantes humanes Galectin-3; cGal-3: 
endogenes Galectin-3. (C) Quantifizierung der Western Blots von drei Experimenten. Der Anteil 
an sekretiertem rekombinantem Galectin-3 und der intrazelluläre Anteil wurden auf die Summe 
des rekombinanten Lectins in apikalem Medium und Lysat bezogen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler. 




S e i t e  | 129 
Abb. 4.16 Recycling von endozytiertem Galectin-3. (Legende siehe vorherige Seite) 
 
4.2.2 Galectin-3 wird in Flotillin-1 positiven Vesikeln endozytiert 
In 4.2.1 konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 nach Aufnahme in die Zelle zur 
apikalen Zelloberfläche transportiert und sekretiert wird, um dann vermutlich 
erneut in die Zelle aufgenommen zu werden. Die Aufnahme von Proteinen kann 
über verschiedene Endozytosemechanismen erfolgen. Dies sind zum einen 
eine Clathrin-abhängige oder eine Caveolin- bzw. Flotillin-abhängige 
Endozytose (Perret et al., 2005). Letztere basieren auf Wechselwirkungen mit 
lipid rafts. Durch vorangegangene Experimente konnten bereits erste Hinweise 
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auf den Endozytoseweg von Galectin-3 erhalten werden. Anhand von 
Beobachtungen zur Aufnahme von Galectin-3 mit Hilfe der TIRF-Mikroskopie 
konnte 10 min nach Start der Endozytose eine Kolokalisation von Galectin-3 mit 
Flotillin-1 bzw. Caveolin-1 gezeigt werden (Greb, 2011). Eine Kolokalisation mit 
Clathrin konnte nicht detektiert werden. Zusätzlich konnte durch biochemische 
Analysen gezeigt werden, dass durch Inhibition der lipid raft abhängigen 
Endozytose mittels Filipin die Aufnahme von Galectin-3 geschwächt ist (Greb, 
2011). In einem weiteren Experiment sollte nun mit Hilfe der hochauflösenden 
GSDIM-Mikroskopie die Kolokalisation von Galectin-3 mit Flotillin-1 näher 
untersucht werden. Zusätzlich sollte der Einfluss eines weiteren lipid raft 
Inhibitors, Methyl-β-cyclodextrin, auf die Galectin-3- Aufnahme biochemisch 
analysiert werden. Für die hochauflösende Mikroskopie wurden stabil 
transfizierte MDCKFlotillin-1-YFP Zellen auf Deckgläschen verwendet. Die 
Endozytose von 1,5 µM rekombinantem Galectin-3 gekoppelt an Alexa647 
erfolgte für 10 min bei 37°C. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die 
Zellen mit Methanol fixiert und für die GSDIM-Mikroskopie vorbereitet (siehe 
auch 3.10.3 GSDIM). Abbildung 4.17 A zeigt repräsentative Beispiele der 
beobachteten Endozytoseereignisse. Es können vermehrt Flotillin-1 positive 
vesikuläre Strukturen (grün, durch Pfeil markiert) beobachtet werden, in denen 
Galectin-3 (rot) zu erkennen ist. Die Größe der Vesikel liegt im Bereich von 200-
500 nm. Diese Lokalisation von Galectin-3 in Flotillin-positiven vesikulären 
Strukturen 10 min nach Endozytose legen nahe, dass das Lectin über Flotillin-
assoziierte Endozytose in die Zelle gelangt. 
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Zur weiteren Untersuchung der Endozytose von Galectin-3 wurde Methyl-β-
cyclodextrin als Inhibitor gewählt. Dieses hemmt die lipid-raft abhängige 
Internalisierung durch Entfernen von Cholesterol. Zur Untersuchung wurden 
polare MDCK Zellen auf 24 Lochschalen mit 10 mM Methyl-β-cyclodextrin für 1 
h inkubiert. Anschließend erfolgte die Internalisierung von 1,5 µM 
rekombinantem Galectin-3-Alexa647 in Anwesenheit von 10 mM Methyl-β-
cyclodextrin für 30 min bei 37°C. Nach mehrmaligem Waschen wurden die 
Zellen mittels Trypsin/EDTA von der Schale abgelöst und in PBS resuspendiert. 
Die Fluoreszenzintensität Methyl-β-cyclodextrin behandelter Zellen wurde 
mittels FACS-Analyse bestimmt und mit Kontrollzellen ohne 
Inhibitorbehandlung verglichen. Abb. 4.17 B zeigt die mittlere 
Fluoreszenzintensität von drei unabhängig voneinander durchgeführten 
Experimenten normalisiert auf Kontrollzellen. Die Quantifizierung zeigt eine 
Abb. 4.17 Flotillin-1 abhängige Endozytose von Galectin-3 
(A) Rekombinantes Galectin-3-Alexa647 wurde für 10 min bei 37°C in MDCKFlotillin-1-YFP Zellen 
internalisiert. Galectin-3-Alexa647 (rot) ist in Flotillin-1 positiven vesikulären Strukturen (grün) 
mittel GSDIM dargestellt. Maßstab: 1 µm. (B) Polare MDCK Zellen wurden mit 10 mM Methyl-β-
cyclodextrin, einem Inhibitor der lipid raft abhängigen Endozytose, inkubiert. Die Aufnahme von 
rekombinantem Galectin-3-Alexa647 erfolgte in Anwesenheit des Inhibitors für 30 min bei 37°C. 
Anschließend wurden die Zellen auf ihre Fluoreszenzintensität mittels FACS untersucht und auf 
die Kontrollzellen normalisiert. Die Mittelwerte ± Standardfehler von drei unabhängig 
voneinander durchgeführten Experimenten sind dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte 
anhand eines ungepaarten t-Tests (***p<0,001). Ktrl.: Kontrollzellen ohne Inhibitorbehandlung. 
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signifikante Reduktion der Aufnahme von Galectin-3-Alexa647 in Anwesenheit 
von Methyl-β-cyclodextrin (***p<0,001). Dies bestätigt die Hypothese von einer 
lipid raft abhängigen Internalisierung von Galectin-3 (Greb, 2011). 
 
4.2.3 Galectin-3 wechselt zwischen einem DRM-assozierten und nicht-
assoziierten Status 
Die in 4.2.1 und 4.2.2 dargestellten Experimente konnten den 
Rezyklierungsprozess sowie die Flotillin-Abhängigkeit der Endozytose von 
Galectin-3 zeigen. Nach einer lipid raft abhängigen Aufnahme des Lectins 
gelangt dieses in den sekretorischen Weg, wird an der apikalen Zelloberfläche 
sezerniert und kann vermutlich erneut wieder in die Zelle aufgenommen 
werden. Während der Exozytose fungiert Galectin-3 als apikale Sortierplattform 
für lipid raft unabhängige Proteine (Delacour et al., 2006). Somit liegt die 
Vermutung nahe, dass Galectin-3 zwischen einer lipid raft unabhängigen 
Exozytose und einer lipid raft abhängigen Endozytose wechselt. 
Die Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts während der Endozytose konnte in 
früheren Untersuchungen anhand von DRM-Floating-Analysen bereits 
nachgewiesen werden (Straube, 2009). Diese Experimente wurden in dieser 
Arbeit fortgesetzt und sind in Abb. 4.18 A, B noch einmal dargestellt. 
Extrazelluläres Galectin-3 kann über kohlenhydrathaltige Bindungen mit der 
extrazellulären Matrix interagieren und die Internalisierung von Proteinen, wie 
im Falle von β-1Integrin gezeigt werden konnte, durch Caveolin-haltige Vesikel 
initiieren (Furtak et al., 2001; Ochieng et al., 2004). Deshalb wurde neben einer 
Galectin-3-YFP (Gal3-YFP) stabil exprimierenden MDCK Zelllinie eine weitere 
MDCK Zelllinie verwendet, die eine mutierte Variante von Galectin-3, hier 
jedoch mit GFP fusioniert (Gal-3-R186S-GFP) exprimiert. In dieser Mutante 
wurde in der Kohlenhydratbindungsdomäne ein Arginin gegen ein Serin ersetzt, 
wodurch sie, im Vergleich zum Galectin-3 Wildtyp eine vierfach verminderte 
Bindeaffinität zu Lactose besitzt. Die DRM-Floating Analysen wurden mit Hilfe 
von Nycodenzgradienten durchgeführt, da Nycodenz im Gegensatz zur üblich 
verwendeten Saccharose, nicht zu unspezifischen Bindungen führt. Zur 
Untersuchung der DRM-Assoziation von Galectin-3 wurde zunächst sämtliches 
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an der Zellmembran befindliche Galectin-3 durch Waschen mit Trypsin entfernt. 
Anschließend wurden die Proteine des sekretorischen Weges mittels TGN-
Block bei 20°C im TGN akkumuliert und die Proteinneusynthese durch Zugabe 
von Cycloheximid unterbunden. Durch anschließende Inkubation der Zellen bei 
37°C wurde der TGN-Block aufgehoben und die Proteine wieder an die apikale 
Zellmembran transportiert (siehe auch 3.5.9 TGN-Exit). Anschließend erfolgte 0 
min, 60 min und 120 min nach TGN-Block eine DRM-Floating-Analyse (siehe 
auch 3.7.4 DRM-Floating Analyse von MDCK II Zellen). Die dabei gesammelten 
12 Fraktionen wurden unter Verwendung eines anti-GFP Antikörpers auf die 
Existenz von Galectin-3 untersucht. Als Markerprotein für DRMs diente 
Caveolin-1, dass in den Fraktion 3 - 5 identifiziert werden konnte. Wie schon 
aus vorherigen Experimenten bekannt (Delacour et al., 2006), akkumuliert 
Galectin-3 nicht in den DRM-Fraktionen im steady state Zustand (Abb. 4.18 A, 
links). Zum Zeitpunkt 0 min ist ein sehr geringer Anteil des Lectins mit DRMs 
assoziiert, während der restliche Anteil nicht assoziiert ist (Abb. 4.18 A, B, 
links). 60 min nach TGN-Exit lässt sich allerdings ein signifikanter Anteil von 
etwa 91 % an Galectin-3 in DRM-Fraktionen nachweisen. Dieser Anteil sinkt 
nach weiteren 60 min auf etwa 10 % ab und der nicht-DRM-assoziierte Anteil 
an Galectin-3 steigt dementsprechend wieder an. Diese Beobachtungen lassen 
darauf schließen, dass Galectin-3 in dem gemessenen Zeitraum zwischen 




Abb. 4.18 Galectin-3 wechselt zuckerabhängig zwischen einem DRM-assoziierten und 
nicht-assoziierten Status 
(A) TGN-Exit-Analyse von polarisierten MDCKGal-3-YFP und MDCKGal-3-R186S-GFP Zellen 
mit anschließender DRM-Isolation zu unterschiedlichen Zeitpunkten. DRMs wurden mit Hilfe 
eines anti-Caveolin-1-Antikörpers identifiziert, Galectin-3 positive Fraktionen durch Verwendung 
eines anti-GFP-Antikörpers. (B) Quantifizierung von drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. n.d.: nicht 
detektierbar. 
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Betrachtet man sich die mutierte Form des Galectin-3 (Gal-3-R186S-GFP), 
befindet sich im steady state Zustand und 0 min nach TGN-Exit ebenfalls nur 
ein sehr geringer Anteil von Galectin-3 (0,5 %) in den DRM-Fraktionen (Abb. 
4.18 A, rechts). Im Vergleich zu Galectin-3-YFP kann 60 min nach TGN-Exit 
jedoch keine DRM-Assoziation von Galectin-3-R186S festgestellt werden; der 
nicht-DRM-assoziierte Anteil beläuft sich daher auf etwa 100 %. Nach weiteren 
60 min ist die mutierte Form des Lectins nicht mehr detektierbar. Diese 
Beobachtungen zeigen, dass die Assoziation von Galectin-3 mit DRMs und der 
Transport zurück in die Zelle von der Zuckerbindung des Lectins abhängig sind. 
Abb. 4.18 Galectin-3 wechselt zuckerabhängig zwischen einem DRM-assoziierten und 
nicht-assoziierten Status (Legende siehe vorherige Seite) 
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Die Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts könnte anhand von alternierenden 
Galectin-3 Interaktionen mit Glykoproteinen erklärt werden, die aufgrund des 
wechselnden pH-Wertes zwischen den leicht sauren endosomalen 
Kompartimenten und der neutralen Zelloberfläche entstehen. Um der Frage 
nach dem Einfluss des pH-Wertes auf die DRM-Assoziation nachzugehen, 
wurde die Aufnahme von extern zugegebenem Galectin-3 in Anwesenheit von 
Chloroquin untersucht, dass zur Neutralisierung des pH-Werts in den 
Endosomen führt (Murphy et al., 1984). 
In einem Kontrollexperiment wurde zunächst die Neutralisation der Endosomen 
in MDCK-Zellen durch Chloroquin überprüft (Abb. 4.19). Dazu wurde 
rekombinantes Galectin-3 mit pHrodo, einem pH sensitivem Fluorophor 
gekoppelt. PHrodo fluoresziert in saurem pH stark im roten Bereich, bei 
neutralem pH weist es jedoch fast keine Fluoreszenz auf. Dieses wurde dann in 
An- und Abwesenheit von 60 µg/mL Chloroquin zur apikalen Oberfläche 
polarisierter MDCK-Zellen gegeben und anschließend für die Mikroskopie 
vorbereitet (siehe 3.10.1 Lebendzellbeobachtung). Die Endozytose von 
Galectin-3-pHrodo erfolgte in der Inkubationskammer des Mikroskops bei 37°C; 
über einen Zeitraum von 30 min wurden hierbei z-Stapel im Abstand von jeweils 
2,5 min aufgenommen. In den Chloroquin-behandelten Zellen zeigte sich auch 
30 min nach Aufnahme des Lectins keine Fluoreszenz, im Gegensatz zu den 




Abb. 4.19 Aufnahme von Galectin-3-pHrodo nach endosomaler Neutralisation (Legende 
siehe nächste Seite) 
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Für die Untersuchung der Galectin-3 Assoziation zu lipid rafts nach 
Neutralisation des endosomalen pHs, wurde rekombinantes Galectin-3 in An- 
oder Abwesenheit von Chloroquin zur apikalen Oberfläche polarer MDCK 
Zellen gegeben und die Internalisierung des Lectins durch Inkubation bei 37°C 
gestartet. Zelllysate wurden 0 min, 30 min und 60 min nach Start der 
Endozytose hergestellt und eine DRM-Floating-Analyse durchgeführt. Die 
einzelnen Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation wurden mittels SDS-
PAGE und anschließender Immunoblot-Analyse untersucht. Die DRM-positiven 
Fraktionen wurden mittels eines anti-Caveolin-1 Antikörpers identifiziert und zur 
Detektion des endogenen und rekombinantem Galectin-3 wurde ein 
polyklonaler anti-Galectin-3 Antikörper verwendet. Abb. 4.20 zeigt die 
Ergebnisse der Western Blots der Kontrollzellen (links) und der Chloroquin 
behandelten Zellen (rechts). Bei den Kontrollzellen zeigt sich kurz vor Beginn 
der Aufnahme des Lectins (Zeitpunkt 0 min), dass nur ein geringer Anteil von 
etwa 25 % des gesamten Galectin-3 in den DRM-Fraktionen zu finden ist, 
während sich der Großteil in den nicht lipid raft Fraktionen befindet. Der DRM-
assoziierte Anteil verringert sich nach 30 min Uptake merklich und lässt sich 
nach weiteren 30 min nicht mehr detektieren. Diese Beobachtung zeigt, dass 
Galectin-3 nach einer lipid raft abhängigen Aufnahme in einen lipid raft 
unabhängigen Status wechselt. Das endogene Galectin-3 zeigt zu keinem der 
Zeitpunkte eine Assoziation mit lipid rafts, was sich dadurch erklären lässt, dass 
es sich hierbei wieder um den steady state Zustand handelt, der, wie bereits in 
Abb. 4.18 A gezeigt, überwiegend durch nicht-raft assoziiertes Galectin-3 
gekennzeichnet ist. 
Abb. 4.19 Aufnahme von Galectin-3-pHrodo nach endosomaler Neutralisation 
Voll auspolarisierte MDCK Zellen wurden 1 h mit Chloroquin inkubiert. Anschließend wurde 
rekombinantes Galectin-3 konjugiert mit pHrodo in Anwesenheit von Chloroquin zum apikalen 
Medium gegeben und für 30 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Filter 
ausgeschnitten, und in einer Bachoferkammer bei 37°C in PBS inkubiert, so dass das 
fluoreszenzmarkierte Galectin-3 in die Zellen aufgenommen werden konnte. Die Fluoreszenz 
von pHrodo wurde über einen Zeitraum von 30 min alle 2,5 min durch Aufnahme eines z-
Stapels untersucht. Maßstab: 10 µm. 
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Im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigt sich bei den Chloroquin behandelten 
Zellen, dass rekombinantes und endogenes Galectin-3 zu allen Zeitpunkten der 
Aufnahme mit DRMs assoziiert ist. Diese Beobachtungen lassen darauf 
schließen, dass der endosomale pH-Wert einen erheblichen Einfluss auf die 
Assoziation von Galectin-3 mit DRMs hat und dass eine Neutralisation der 
Endosomen den Wechsel zwischen einem lipid raft assoziierten und einem 
nicht raft assoziierten Status verhindert. 
 
 
Abb. 4.20 pH-abhängiger Wechsel von Galectin-3 zwischen einem DRM-assoziierten und 
nicht-assoziierten Status 
Polarisierte MDCK wurden zur Neutralisierung des endosomalen pHs 1h mit bzw. als Kontrolle 
ohne 60 µg/mL Chloroquin inkubiert. Anschließend wurde rekombinantes Galectin-3 in An- oder 
Abwesenheit von Chloroquin für die angegeben Zeitpunkte auf die Zellen gegeben und die 
Endocytose bei 37°C gestartet. Nach den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und 
mittels DRM-Fraktionierung mit anschließender SDS-PAGE und Western Blot auf Caveolin-1 
als DRM-Marker und Galectin-3 untersucht. cGal-3: endogenes canines Galectin-3; hGal-3: 
rekombinantes humanes Galectin-3. 
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4.2.4 Die apikale Aufnahme von Galectin-3 ist abhängig vom pH-Wert 
Aufgrund der gemachten Beobachtungen zur Endozytose von Galectin-3 und 
dem Einfluss des pH-Wertes auf die Assoziation des Lectins mit DRMs sollte 
nun herausgefunden werden, ob Veränderungen des extrazellulären pH- 
Wertes einen Einfluss auf die Aufnahme von Galectin-3 haben. 
Für diesen Versuch wurde EPPS-Puffer mit neutralem oder leicht saurem pH 
verwendet. Durch seine membranimpermeable Eigenschaft kann der 
extrazelluläre pH-Wert mit diesem Puffer manipuliert werden, ohne den 
zytosolischen pH zu beeinflussen (Berka et al., 2009). Durch die Verwendung 
der pH-Werte 7,4; 6,5 und 5,9 im extrazellulären EPPS Puffer sollte ein pH-
Gradient erzeugt werden, wie er zwischen der Zelloberfläche und den 
Endosomen besteht (Yamashiro und Maxfield, 1987). 
Für diesen Versuch wurden polarisierte MDCK Zellen auf PET-Filtern 
verwendet. Rekombinantes Galectin-3 wurde in Anwesenheit von EPPS-Puffer 
(pH 7,4, 6,5 oder 5,9) zur apikalen Oberfläche der Zellen gegeben. Die 
Aufnahme des Lectins erfolgte für 0 min, 30 min und 60 min bei 37°C. Nach 
den angegebenen Zeitpunkten wurde an der Zelloberfläche befindliches 
Galectin-3 mit eiskalter 0,2 % Essigsäure entfernt, die Zellen anschließend 
lysiert und mittels Western Blot analysiert (Abb. 4.21 A). Endogenes und 
rekombinantes Galectin-3 wurden dabei mit einem anti-Galectin-3 Antikörper 
detektiert. Bei der Normalisierung der Menge des aufgenommenen 
rekombinanten Galectin-3 wurde auf 2 µM zugegebenes Protein normalisiert 
(Abb. 4.21 B). Unmittelbar nach Start der Endozytose befindet sich bei allen pH 
Werten nur ein sehr geringer Anteil (ca. 11 %) des extern zugegebenen 
Galectin-3 im Zelllysat. 30 min nach Endozytosestart steigt der Anteil bei pH 7,4 
auf 26 ± 4 % und nach weiteren 30 min befinden sich 33 ± 8 % des Lectins in 
der Zelle. 
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Abb. 4.21 pH-abhängige Aufnahme von rekombinantem Galectin-3  
(A) 2 µM rekombinantes humanes Galectin-3 wurden in Anwesenheit von EPPS-Puffer pH 7,4; 
6,5 und 5,9 zur apikalen Zelloberfläche von polarisierten MDCK Zellen gegeben. Die Zellen 
wurden zur Aufnahme des Proteins für 0 min, 30 min und 60 min bei 37°C inkubiert, 
anschließend wurde überschüssiges rekombinantes Lectin von der Zelloberfläche entfernt und 
die Zellen lysiert. Endogenes und rekombinantes Galectin-3 wurden mit einem anti-Galectin-3 
Antikörper im Western Blot analysiert. Die Kontrollzellen erhielten kein rekombinantes Protein. 
cGal-3: endogenes canines Galectin-3; hGal-3: rekombinantes humanes Galectin-3. (B) Die 
Menge des aufgenommenen Lectins bei unterschiedlichen pH-Werten wurde in drei 
unabhängigen Western Blots quantifiziert und auf 2 µM zugegebenes Galectin-3 normalisiert. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. 
 
Im Gegensatz dazu ist der Anteil an endozytiertem Galectin-3 bei pH 6,5 
geringer und beträgt nach 30 min 18 ± 2 % und nach 60 min 20 ± 4 %. Bei 
einem pH-Wert von 5,9 ist keine Steigerung der Internalisierung des Lectins zu 
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beobachten. Die Menge des endogenen caninen Galectin-3 (cGal-3) ist zu allen 
Zeitpunkten gleichbleibend. 
In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die 
Endozytose von Choleratoxin Untereinheit B, einem DRM-assoziierten 
Kontrollprotein und Galectin-3-∆N (Galectin-3 ohne N-terminale Domäne) 
untersucht. Durch die Verwendung von Galectin-3-∆N sollte festgestellt werden, 
ob der pH-Wert einen Einfluss auf eine mögliche cluster-Bildung des Lectins hat 
und dadurch die Endozytose beeinflusst wird. Rekombinantes Galectin-3, 
rekombinantes Galectin-3-∆N und Choleratoxin Untereinheit B wurden für 
diesen Versuch mit Alexa647 gekoppelt (siehe 2.6.2 Fluoreszenzmarkierung 
von rekombinanten Proteinen). 1,5 µM Protein wurden in Anwesenheit von 
EPPS-Puffer mit den jeweils unterschiedlichen pH-Werten auf die apikale 
Zelloberfläche von polarisierten MDCK Zellen gegeben und für 30 min bei 4°C 
inkubiert. Die Aufnahme des Proteins erfolgte bei 37°C für 1 h. An der 
Zelloberfläche verbliebenes Galectin-3 wurde mit 150 mM Lactose entfernt. 
Anschließend wurden die Zellen per FACS-Analyse untersucht (siehe auch 
3.7.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)). Abb. 4.22 A zeigt repräsentative 
FACS-Daten der Aufnahme von Galectin-3 bei verschiedenen pH-Werten im 
Vergleich zu Kontrollzellen ohne rekombinantes Galectin-3. Nach Bestimmung 
einer Zellpopulation wurde die Fluoreszenzintensität der Alexa647 gekoppelten 
Proteine mit Hilfe des APC Kanals (Allophycocyanin, Anregung: 635 nm, 
Emission: 660 nm) bestimmt. Anhand der Rohdaten lässt sich bereits eine 
deutliche Aufnahme des rekombinanten Proteins bei pH 7,4 feststellen und eine 
Verringerung des Fluoreszenzsignals bei pH 6,5 und pH 5,9. Die 
Quantifizierung in Abb. 4.22 B zeigt die Fluoreszenzsignale von Galectin-3-
Alexa647, Choleratoxin Untereinheit B-Alexa647 und Galectin-3-∆N-Alexa647 
in Abhängigkeit der pH-Werte. Normalisiert wurde auf das 
Fluoreszenzintensitätsprofil bei pH 7,4. Die FACS-Daten bestätigen die aus den 
Western Blots gewonnen Beobachtungen, dass die effektivste Aufnahme von 
Galectin-3 bei einem pH-Wert von 7,4 stattfindet. Die Endozytose von 
Choleratoxin Untereinheit B wird dagegen nicht vom pH Wert beeinflusst. Die 
Betrachtung der mutierten Form Galectin-3-∆N zeigt den gleichen Einfluss des 
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pH-Wertes auf die Endozytose wie bei Galectin-3, d.h. die stärkste Aufnahme 
des Proteins findet bei pH 7,4 statt und sinkt mit zunehmender Azidifikation des 
extrazellulären pH. 
 
Abb. 4.22 Einfluss des pH Wertes auf die Endozytose von Galectin-3, Galectin-3-∆N und 
Choleratoxin Untereinheit B 
1,5 µM rekombinantes Galectin-3-Alexa647, Galectin-3-∆N-Alexa647 und Choleratoxin 
Untereinheit B-Alexa647 in EPPS-Puffer pH 7,4; 6,5 und 5,9 wurden durch Inkubation bei 37°C 
für 1 h von polaren MDCK Zellen aufgenommen. Die Zellen wurden anschließend mittels FACS 
auf ihre Fluoreszenzintensität untersucht. (A) Repräsentative FACS-Rohdaten von polaren 
MDCK Zellen nach Aufnahme von Galectin-3-Alexa647 in EPPS-Puffer pH 7,4; 6,5 und 5,9 im 
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. APC-A, FACS-Kanal zur Messung der 
Fluoreszenzintensität von Alexa647 (B) Quantifizierung der Fluoreszenzintensität von Gal-3-
Alexa647, Gal-3-∆N-Alexa647 und CtxB-Alexa647 bei unterschiedlichem pH von vier 
unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten normalisiert auf das 
Fluoreszenzintensitätsprofil bei pH 7,4. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. Die 
statistische Auswertung erfolgte anhand einer einfaktoriellen Varianzanalyse gefolgt von einem 
Bonferroni`s Post-Hoc-Test (***p < 0,001). Gal-3 WT: Galectin-3-Alexa647; CtxB: Choleratoxin 
Untereinheit B-Alexa647; Gal-3-∆N: Galectin-3-∆N-Alexa647; ns: nicht signifikant. 
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4.2.5 Rekombinantes Galectin-3 stellt die Sortierung des 
Neurotrophinrezeptors p75 wieder her 
In vorangegangenen Untersuchungen konnte Galectin-3 bereits als apikaler 
Sortierrezeptor für den Neurotrophinrezeptor p75 identifiziert werden. Eine 
Depletion von Galectin-3 in MDCK Zellen führte weiterhin zu einer 
Fehlsortierung des Membranproteins p75 zur basolateralen Zellmembran 
(Delacour et al., 2006). Bisher war jedoch unbekannt, ob eine Zugabe von 
rekombinantem Galectin-3 diese Fehlsortierung nach Depletion von 
endogenem Galectin-3 komplementieren kann. Daher wurden MDCKp75-GFP 
Zellen auf PET-Filtern in 6- und 24-Lochschalen kultiviert, bis sie vollständige 
polarisiert waren. Endogenes Galectin-3 wurde mittels siRNA Transfektion 
depletiert (siehe 3.4.6 RNA-Interferenz). Als Kontrolle diente die Transfektion 
der Zellen mit einer siRNA gegen Luciferase. Im Anschluss an den knock down 
Die Filter in 24-Lochschalen wurden anschließend ausgeschnitten, fixiert und 
mittels KLSM auf die Verteilung von p75-GFP untersucht (siehe 3.9.4 
Vorbereitung von Zellen ohne Immunfluoreszenzfärbung). Dabei wurden 
Aufnahmen der xy-Ebene aus dem apikalen und dem basolateralen Bereich der 
Zellen gemacht, sowie Aufnahmen der xz-Ebene um den Neurotrophinrezeptor 
besser zu lokalisieren. Zellen auf PET-Filtern in 6-Lochschalen wurden nach 
Internalisierung des rekombinanten Lectins einer Oberflächenbiotinylierung der 
apikalen und basolateralen Zellmembran unterzogen (siehe 3.6.5 
Oberflächenbiotinylierung); die Verteilung von p75-GFP mittels SDS-PAGE und 
Western Blot wurde unter Verwendung eines anti-GFP Antikörpers analysiert. 
Endogenes und rekombinantes Galectin-3 wurden mit Hilfe eines anti-Galectin-
3 (169) Antikörperes detektiert, als Kontrolle diente α-Tubulin. 
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Abb. 4.23 Rekombinantes Galectin-3 stellt die apikale Sortierung von p75-GFP nach 
Galectin-3 knock down wieder her (Legende siehe nächste Seite) 
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Abb. 4.23 Rekombinantes Galectin-3 stellt die apikale Sortierung von p75-GFP nach 
Galectin-3 knock down wieder her 
Auf PET-Filtern kultivierte MDCKp75GFP Zellen wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 
Galectin-3 spezifischer siRNA oder Luciferase siRNA als Kontrolle transfiziert. Anschließend 
erfolgte die Aufnahme von 5 µM rekombinantem Galectin-3 für 1 h bei 37°C. (A) Die Zellen 
wurden mittels KLSM durch Aufnahmen in den xy- und xz-Ebenen auf die Verteilung von p75-
GFP untersucht. Die Lage der Filter ist in den xz-Aufnahmen durch gestrichelte Linien 
gekennzeichnet. Die Zellkerne wurden mit Heochst 33342 blau gefärbt. Maßstab: 10 µm. (B) 
Verteilung von p75-GFP mittels Oberflächenbiotinylierung und Immunoblot Analyse mit Hilfe 
eines anti-GFP Antikörpers. Der Galectin-3 knock down wurde mit Hilfe eines anti-Galectin-3 
Antikörpers kontrolliert, als interne Kontrolle wurde α-Tubulin verwendet. P75-GFPc: komplex 
glykosylierte Form; p75-GFPh: high-mannose Form; cGal-3: endogens canines Galectin-3; 
hGal-3: rekombinantes humans Galectin-3; L: Lysat; api: apikal; bl: basolateral. (C) Galectin-3 
knock down Effizienz quantifiziert aus (B). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler der 
Menge an Galectin-3 in siRNA transfizierten Zellen bezogen auf Luciferase transfizierte 
Kontrollzellen. (D) Quantifizierung der Membranverteilung von p75-GFP aus (B). Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± Standardfehler von drei unabhängigen Experimenten. Die statistische 
Auswertung erfolgte anhand eines ungepaarten t-Tests (**p < 0,01). (E) Quantifizierung der 
Verteilung von p75-GFP von MDCKp75-GFP Zellen ohne Depletion des endogenen Galectin-3 
nach Aufnahme von 5 µM hGal-3 verglichen mit Kontrollzellen (Ktrl.) ohne hGal-3 Aufnahme. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte anhand 
eines ungepaarten t-Test (**p < 0,01). ns: nicht signifikant. 
 
Den Erfolg des Galectin-3 knock down zeigt Abb. 4.23 C; es wurde eine knock 
down Effizienz von etwa 75 % erreicht. 
Die konfokalen Aufnahmen in Abb. 4.23 A zeigen in den Kontrollzellen eine 
überwiegend apikale Lokalisation von p75-GFP. Nach knock down des 
endogenen Galectin-3 ist allerdings eine gesteigerte Sortierung von p75-GFP 
zur basolateralen Zellmembran zu beobachten (Abb. 4.23 A, Mitte). Diese 
Fehlsortierung lässt sich jedoch durch die Zugabe von rekombinantem Galectin-
3 wieder revidieren, was in Abb. 4.23 A an der verstärkten apikalen Lokalisation 
von p75-GFP zu erkennen ist. Die biochemische Untersuchung der Verteilung 
von p75-GFP zeigt im Western Blot bei den Kontrollzellen eine starke apikale 
Sortierung des Neurotrophinrezeptors. Nach Galectin-3 Depletion konnte wie in 
der fluoreszenzmikroskopischen Analyse eine reduzierte apikale Lokalisation 
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bei gleichzeitig stärkerer basolaterale Lokalisation von p75-GFP im Vergleich zu 
den Kontrollzellen beobachtet werden (Abb. 4.23 B). Nach Inkubation der 
Zellen mit rekombinantem Galectin-3 wird dieser Effekt der basolateralen 
Fehlsortierung aufgehoben; die Quantifizierung zeigt, eine Erhöhung des 
apikalen Anteils des Rezeptors von etwa 25 %. (Abb. 4.23 B, D). Auffällig dabei 
ist, dass die apikale Sortierung von p75-GFP im Vergleich zu den Kontrollzellen 
etwas stärker ist, wodurch die Vermutung aufkam, dass durch Zugabe von 
rekombinantem Protein nicht nur die ursprüngliche Sortierung wiederhergestellt 
wird, sondern auch, dass es zusätzlich zu einer Verstärkung der apikalen 
Sortierung kommt. Zudem konnte keine Veränderung des Verhältnises von 
Neurotrophinrezeptor im Zelllysat zur Zellmembran festgestellt werden. Dies 
bestärkt die Vermutung, dass Galectin-3 einen Einfluss auf die Sortierung des 
Neurotrophinrezeptors hat. 
In einem weiteren Experiment sollte nun untersucht werden, ob sich die apikale 
Sortierung von p75-GFP durch Zugabe von rekombinantem Galectin-3 steigern 
lässt. Dazu wurden polare MDCKp75GFP Zellen auf PET-Filtern in 6-Lochschalen 
verwendet und mit 5 µM rekombinantem Galectin-3 inkubiert. Die 
Internalisierung des Lectins erfolgte für 1h bei 37°C. Anschließend wurden die 
Zellen einer Oberflächenbiotinylierung unterzogen und die Verteilung von p75-
GFP mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (Abb. 4.23 E). Die 
Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass die apikale Sortierung von p75-
GFP durch Zugabe von rekombinantem Galectin-3 im Vergleich zu den 
Kontrollzellen nicht beeinflusst wird. Diese Beobachtungen zeigen bereits eine 
optimale Sortierung des Neurotrophinrezeptors, die nicht durch Zugabe von 
rekombinantem Galectin-3 gesteigert werden kann. Rekombinantes Galectin-3 
ist allerdings in der Lage eine durch Depletion des endogenen Proteins 
verursachte Fehlsortierung von p75-GFP zu komplementieren und die apikale 
Sortierung wieder herzustellen. 
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4.2.6 Die apikale Sortierung des Neurotrophinrezeptors p75 und die 
apikale Sekretion des löslichen Glykoproteins gp80 sind abhängig 
vom pH-Wert 
Durch vorangegangene Experimente konnte bereits ein Einfluss des pH-Wertes 
auf die Endozytose von Galectin-3 sowie eine Interaktion des Proteins mit 
DRMs festgestellt werden. Ob eine Neutralisation des pH-Wertes in leicht 
sauren endosomalen Kompartimenten einen Einfluss auf die von Galectin-3 
vermittelte apikale Sortierung von p75-GFP sowie auf die Sekretion des 
Glykoproteins gp80 hat, ist bislang unbekannt. 
Zur Verschiebung des sauren endosomalen pH-Wertes in basischere Bereiche 
wurde Ammoniumchlorid (NH4Cl) in einer Konzentration von 20 mM und 50 mM 
verwendet (siehe auch 3.7.5 NH4Cl-Behandlung). 
In einem Vorversuch wurde überprüft, ob NH4Cl tatsächlich zu einer 
Verschiebung des pH-Wertes in den basischen Bereich führt. Dazu wurden 
MDCKp75GFP Zellen auf PET-Filtern kultiviert und mit 1,5 µM Galectin-3, das mit 
dem pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff pHrodo gekoppelt war, für 30 min bei 
4°C inkubiert. Die Aufnahme des Proteins wurde in der Inkubationskammer des 
Leica DMI6000B Epifluoreszenzmikroskops bei 37°C gestartet. Nach 30 min 
wurden 20 mM bzw. 50 mM NH4Cl zugegeben. Die Fluoreszenzintensität von 
pHrodo wurde durch Aufnahme eines xz-Stapels alle 2,5 min für eine 
Zeitspanne von 75 min beobachtet. Abb. 4.24 A zeigt, dass nach Erreichen des 
sauren endosomalen Kompartiments, die Fluoreszenzintensität von pHrodo 
ansteigt (- NH4Cl). Durch Zugabe von 20 mM bzw. 50 mM NH4Cl verschiebt 
sich der endosomale pH in den basischen Bereich und die 
Fluoreszenzintensität von pHrodo wird deutlich reduziert (Abb. 4.24 A, B). 
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Abb. 4.24 Reduktion der Fluoreszenzintensität von pHrodo durch Anwesenheit von NH4Cl 
(A) 1,5 µM rekombinantes Galectin-3-pHrodo wurde zu MDCKp75GFP Zellen auf PET-Filtern 
gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min bei 4°C wurden die Filter ausgeschnitten und 
kopfüber in eine PBS gefüllte Bachoferkammer gelegt. Die Aufnahme des Lectins erfolgte bei 
37°C in der Inkubationskammer des Mikroskops. Die Fluoreszenzintensität von pHrodo wurde 
alle 2,5 min mittels xz-Stapel aufgenommen. Nach 30 min wurden 20 mM bzw. 50 mM NH4Cl 
zugegeben und die Aufnahmen fortgesetzt. (B) Zeitreihe der Fluoreszenzintensität von pHrodo. 
Die Zugabe der jeweiligen Ammoniumchlorid Konzentrationen erfolgte nach 30min (Pfeil). 
 
Für die Untersuchung der Sekretion von gp80 und der Oberflächenexpression 
von p75 wurden MDCKp75GFP Zellen sechs Tage auf PET-Filtern in 6-
Lochschalen kultiviert. Zwölf Stunden vor Versuchsbeginn wurde das 
Vollmedium gegen Vollmedium mit 20 mM bzw. 50 mM Ammoniumchlorid in 
An- oder Abwesenheit von 50 mM Lactose ausgetauscht. Die Lactose diente 
zur Blockierung der CRD von Galectin-3. Die Zellen wurden gewaschen und mit 
serumfreiem Medium ohne Phenolrot mit 20 mM und 50 mM NH4Cl mit oder 
ohne 50 mM Lactose für weitere 2 h inkubiert. Das entnommene apikale und 
basolaterale Medium wurde im Western Blot auf die Menge an sekretiertem 
gp80 untersucht (siehe 3.7.6 Sekretionsassay und Oberflächenbiotinylierung). 
Nach Abnahme des Mediums wurden apikale und basolaterale Membran der 
Zellen mittels Oberflächenbiotinylierung (siehe 3.6.5 Oberflächenbiotinylierung) 
markiert und mittels Western Blot auf die Verteilung von p75-GFP untersucht. 
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Die Western Blots in Abbildung 4.25 A und C bestätigen die aus der Literatur 
bekannte, vermehrte apikale Sortierung von gp80 (Urban et al., 1987). Bei der 
Quantifizierung wurden die Banden des glykosyslierten Proteins (80 kDa) und 
die Banden der Untereinheiten (45 kDa) in einer Gelspur berücksichtigt. Mit 
zunehmender Ammoniumchlorid-Konzentration erfolgt ein signifikanter Anstieg 
der apikalen Sekretion von gp80, bei gleichzeitiger Verringerung der 
basolateralen Sekretion (Abb. 4.25 A, B). Bei einer Ammoniumchlorid-
Konzentration von 20 mM steigt die apikal sezernierte Menge von gp80 im 
Vergleich zu den Kontrollzellen um 20 ± 3 % und bei 50 mM um 23 ± 1 %. Die 
basolateral sezernierte Menge ist um den jeweiligen Wert erniedrigt. 
Durch die zusätzliche Behandlung mit 50 mM Lactose kann die apikal 
sekretierte Menge an gp80 bei den 50 mM Ammoniumchlorid behandelten 
Zellen auf 30 ± 5 % gesteigert werden (Abb. 4.25 C, D). Die mit 20 mM NH4Cl 
behandelten Zellen zeigen nach einer Behandlung mit Lactose keine 
zusätzliche Veränderung. Die Kontrollzellen sind lediglich mit 50 mM Lactose 
behandelt. Im Vergleich zu Kontrollzellen ohne Lactose Behandlung (Abb. 4.25 
A, B) ist hier ebenfalls kein Effekt zu beobachten. 
Diese Daten zeigen, dass es durch eine Neutralisation des endosomalen pH-
Wertes zu einer Veränderung des apikal und basolateral sezernierten Anteils 
an gp80 kommt. 
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Abb. 4.25 Die Menge an apikal sezerniertem gp80 wird durch den endosomalen pH 
beeinflusst  
(A und C) Sechs Tage alte, auf PET- Filtern kultivierte MDCKp75GFP Zellen wurden über Nacht 
mit 20 mM und 50 mM Ammoniumchlorid (A) sowie zusätzlich mit 50 mM Lactose (C) in 
Vollmedium inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit den gleichen NH4Cl 
bzw. Lactose Konzentrationen in FKS und Phenolrot freiem Medium für 2 h. Das apikale und 
basolaterale Medium wurde gesammelt, mit Amicon Zentrifugenfiltern ankonzentriert und mittels 
Immunoblot auf die Menge an sezerniertem gp80 untersucht. Mit Hilfe von anti gp80 Antikörper 
lassen sich die glykosylierte 80 kDa große Form und die 45 kDa große Untereinheit detektieren. 
(B und D) Quantifizierung vier unabhängig voneinander durchgeführter Experimente. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte anhand 
einer einfaktoriellen Varianzanalyse gefolgt von einem Bonferroni Post-test (***p < 0,001). Ktrl.: 
Kontrollzellen; Lac: Lactose; api: apikal; bl: basolateral 
 
In einer weiteren Auswertung dieses Experimentes ist der Einfluss von 
Ammoniumchlorid ± Lactose auf die insgesamt von der Zelle sekretierte Menge 
an gp80 dargestellt (Abb. 4.26 A). Normalisiert man die relative Menge an 
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sezerniertem gp80 auf die durch die jeweiligen Kontrollzellen sekretierte 
Menge, zeigt sich bei einer Behandlung mit 20 mM Ammoniumchlorid kein 
deutlicher Unterschied zu den Kontrollzellen. Bei 50 mM Ammoniumchlorid 
sinkt die allgemein sekretierte Menge an gp80 um 14 ± 22 %. In den Lactose 
behandelten Zellen (Abb. 4.26 B) zeigt sich ebenfalls kein deutlicher 
Unterschied der 20 mM NH4Cl behandelten Zellen zu den Kontrollzellen. 
Allerdings ist hier die Menge an sezerniertem gp80 bei 50 mM NH4Cl um etwa 
30 ± 14 % niedriger. 
Diese Beobachtungen zeigen, dass der pH-Wert Einfluss auf die generelle 
Menge an sekretiertem gp80 Protein sowie auf dessen Sortierung hat. 
Die allgemeine Sekretionsmenge sinkt mit steigender Ammoniumchlorid-
Konzentration und wird verstärkt apikal sezerniert. Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass die Sekretion von gp80 einer feinen pH-Wert Abstimmung 
unterliegt und zusätzlich durch Lactose beinflussbar ist. 
 
 
Abb. 4.26 Die relative Menge an sekretiertem gp80 wird erst durch 50 mM NH4Cl mit 50 
mM Lactose merklich beeinflusst 
(A) Quantifizierung der relativ sekretierten Menge an gp80 unter Einfluss von 20 und 50 mM 
Ammoniumchlorid, gewonnen aus den Daten aus Abb. 3.25 (B) Quantifizierung der relativ 
sezernierten gp80-Menge unter Einfluss von 20  und 50 mM Ammoniumchlorid und 50 mM 
Lactose. Dargestellt sind immer die Mittelwerte ± Standardfehler. 
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Neben der Sekretion von gp80 wurde auch die Oberflächenexpression des 
Neurotrophinrezeptors p75, in diesem Fall mit GFP fusioniert, analysiert. Abb. 
4.27 A und B zeigen die Western Blots von 20 mM und 50 mM NH4Cl 
behandelten MDCKp75GFP Zellen in An- und Abwesenheit von 50 mM Lactose. 
Zusätzlich zum apikalen Markerprotein p75 sollte der Transport eines 
basolateralen Proteins untersucht werden. Hierfür wurde CD29, ein Bestandteil 
des Integrinkomplexes, ausgewählt. Die vermehrte basolaterale Lokalisation 
des Proteins deckt sich mit den bisherigen Berichten in der Literatur (Gut et al., 
1998). Diese Verteilung wird durch die Behandlung mit Ammoniumchlorid 
und/oder Lactose nicht beeinflusst (Abb. 4.27 A, B, D). Für p75-GFP ist die 
bereits beschriebene typische apikale Verteilung zu beobachten. Durch 
Behandlung der Zellen mit 20 mM Ammoniumchlorid ist kein signifikanter 
Unterschied in der Oberflächenexpression von p75-GFP im Vergleich zu den 
Kontrollzellen zu beobachten. Die Behandlung mit 50 mM NH4Cl weist nur eine 
geringe signifikante Steigerung der apikalen Sortierung des Proteins auf (Abb. 
4.27 A, C). Durch zusätzliche Behandlung der Zellen mit 50 mM Lactose kommt 
es mit zunehmender NH4Cl Konzentration zu einer signifikanten Verschiebung 
der apikalen Sortierung von p75-GFP zur basolateralen Seite (Abb. 4.27 B, C). 
Die alleinige Behandlung mit Lactose hingegen zeigt keinen signifikanten Effekt 
auf die Sortierung des Membranproteins. 
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Abb. 4.27 Oberflächenexpression von p75GFP und CD29 nach endosomaler 
Neutralisation und Lactosebehandlung (Legende siehe nächste Seite) 
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Abb. 4.27 Oberflächenexpression von p75GFP und CD29 nach endosomaler 
Neutralisation und Lactosebehandlung 
MDCKp75GFP Zellen wurden auf PET-Filtern kultiviert und mit 20 mM und 50 mM in An- und 
Abwesenheit von 50 mM Lactose inkubiert. Die Menge an p75-GFP und CD29 an der apikalen 
und basolateralen Zellmembran wurde mittels Oberflächenbiotinylierung gefolgt von SDS-PAGE 
und Western Blot analysiert. p75-GFP wurde mit Hilfe eines anti-GFP Antikörpers detektiert und 
CD29 mittels eines anti-CD29-Antikörpers nachgewiesen. (A und B) Western Blots der 
apikalen und basolateralen Verteilung von p75-GFP und CD29. (C) Quantifizierung der 
Oberflächenexpression von p75-GFP und (D) CD29 von drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. Die statistische 
Auswertung erfolgte anhand einer zweifaktoriellen Varianzanalyse gefolgt von einem Bonferroni 
Post-test (*p < 0,05; ***p < 0,001). 
 
4.3 Einfluss des pH-Wertes auf die Ligandenbindung und 
Komplexformation von Galectin-3 
Galectin-3 passiert innerhalb der Zelle verschiedene Kompartimente mit 
spezifischen pH-Werten. In diesen Kompartimenten geht das Protein als 
apikaler Sortierrezeptor eine Bindung zu seinem Liganden ein, wodurch es zu 
Bildung eines Galectin-3-Liganden Komplex kommt (Delacour et al., 2007). Bei 
dieser Komplexformation bildet Galectin-3 Oligomere, die durch die N-terminale 
Domäne des Lectins vermittelt werden (Ahmad et al., 2004; Nieminen et al., 
2007). Bei dieser Oligomerisierung bleibt die C-terminale 
Kohlenhydraterkennungsdomäne jedoch frei. In neuesten Studien konnte eine 
C-terminal vermittelte Oligomerisation von Galectin-3 unter Anwesenheit von 
multivalenten Liganden wie Asialofetuin beobachtet werden (Lepur et al., 
2012b). Ob und welchen Einfluss der sich verändernde pH-Wert während des 
apikalen Proteintransports auf die Ligandenbindung sowie die 
Komplexformation von Galectin-3 hat, war bislang unbekannt. 
Die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse aus Fluoreszenz-
polarisationsstudien wurden in Zusammenarbeit mit Tobias von Mach erstellt 
und sind auch Teil seiner Dissertation. 
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4.3.1 Die Bindung von Galectin-3 an Lactosylsepharose-Beads erfolgt 
unabhängig vom pH-Wert 
Zunächst sollte die Bindung von Galectin-3 an als Ligand fungierende 
Lactosylsepharose-Beads bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 7,4; 6,5 und 
5,9) untersucht werden. Dazu wurde rekombinantes humanes Galectin-3 und 
Trx-Galectin-3-∆N hergestellt (siehe 3.6.1 Herstellung von rekombinantem 
Galectin-3). Bei Trx-Galectin-3-∆N handelt es sich um ein Fusionsprotein 
bestehend aus der Kohlenhydratbindungsdomäne von Galectin-3 und 
Thioredoxin (bereitgestellt von H. Leffler, Lund, Schweden). Dieses 
Fusionsprotein besitzt somit keine N-terminale Domäne. Eine leere PD-10 
Säule wurde mit 0,5 mL Lactosylsepharose-Beads gefüllt und diese 
anschließend mittels PBS pH 7,4; 6,5 und 5,9 equilibriert. Die rekombinanten 
Proteine wurden vorher mit Hilfe einer PD-10 Säule in PBS mit dem jeweiligen 
pH-Wert umgepuffert, jeweils 100 µM wurden auf die Lactosylsepharose-Beads 
Säule gegeben und der Durchfluss gesammelt. Durchfluss und Auftrag wurden 
anschließend 1: 20 in PBS verdünnt und die Proteinkonzentration bei 280 nm 
bestimmt. Zusätzlich wurden Auftrag und Durchfluss mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und die Menge an rekombinantem Protein mittels Western Blot 
analysiert. Zur Detektion beider Proteine wurde ein anti-Galectin-3 Antikörper 
verwendet. Sowohl Western Blots (Abb. 4.28 A) als auch 
Absorptionsmessungen (Abb. 4.28 B) zeigen keine Veränderung der 
gebundenen Galectin-3-Menge bei den unterschiedlichen pH-Werten. Dies trifft 
sowohl auf Galectin-3 als auch auf Trx-Galectin-3-∆N zu. 
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Abb. 4.28 pH-unabhängige Bindung von Galectin-3 an Lactosylsepharose-Beads 
Gleiche Mengen an rekombinantem Galectin-3 (Gal-3WT) und Thioredoxin-fusionierter 
Galectin-3-Kohlenhydraterkennungsdomäne (Trx-Gal-3-∆N) wurden bei unterschiedlichem pH-
Werten auf eine Lactosylsepharose-Beadssäule gegeben. Auftrag und Durchfluss wurden 
gesammelt und die Menge an gebundenem Protein mittels Western Blot (A) oder 
Konzentrationsbestimmung bei 280 nm (B) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardfehler von drei separat durchgeführten Experimenten. 
 
4.3.2 Die Bindung von Galectin-3 an 2`Fucosyllactose und A-Tetra erfolgt 
abhängig vom pH-Wert 
Im vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass die Bindung von 
Galectin-3 an Lactosylsepharose-Beads pH-unabhängig ist. 
In weiteren Experimenten sollte die Zuckerbindungsaffinität von Galectin-3 bei 
unterschiedlichem pH-Werten zu zwei weiteren Liganden mittels 
Fluoreszenzpolarisation untersucht werden (siehe 3.6.8 Fluoreszens-
polarisation). Als Liganden wurden 2`Fucosyllaktose (FucLac) (Abb. 4.29 A) 
und das Blutgruppenglykan A-Tetra (A-Tetra) (Abb. 4.29 B), jeweils gekoppelt 
an Fluorescein, verwendet. In einem pH Bereich von pH 4 - 8 wurden jeweils 
0,1 µM des Liganden eingesetzt und mit einer Konzentrationsreihe (0,1 - 10 
oder 50 µM) von rekombinantem Galectin-3 gemischt. Mit zunehmender 
Galectin-3 Konzentration steigen die Anisotropiekurven von A0 bis zu einem 
maximalen Plateau (Amax) an (Abb. 4.29). A0 repräsentiert den freien Liganden 
und Amax den Galectin-3-Liganden-Komplex. Amax zeigt bei allen pH-Werten 
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vergleichbare Größen. Dies spricht für konstante Bedingungen, welche die 
Galectin-3 Affinität nicht beeinflussen. Im pH-Bereich von 6-8 ist die Affinität der 
Bindung bei beiden Liganden am höchsten (Abb.4.29). Bei einem niedrigeren 
pH verschiebt sich die Kurve in den rechten Bereich der x-Achse, was für eine 
niedrigere Bindungsaffinität spricht. 
 
 
Abb. 4.29 pH-abhängige Bindungskurve von Galectin-3 mit FucLac und A-Tetra 
0,1 µM FucLac und A-Tetra wurden mit einer Konzentrationsreihe (0,1 - 10 oder 50 µM) 
rekombinantem Galectin-3 gemischt und mittels Fluoreszenzpolarisation auf ihre 
Bindungsaffinität bei unterschiedlichem pH untersucht. (A) Anisotropiekurve mit FucLac (B) 
Anisotropiekurve mit A-Tetra. Es wurden jeweils zwei unabhängige Experimente 
durchgeführt. Die nicht-lineare Kurvenanpassung wurde mit GraphPad Prism durchgeführt. 
 
 
4.3.3 Einfluss des pH-Wertes auf die Oligomerisierung von Galectin-3 
Galectin-3 besitzt die Eigenschaft mit Zuckerliganden zu großen Komplexen zu 
oligomerisieren (Ahmad et al., 2004; Lepur et al., 2012b). In weiteren 
Experimenten sollte die Komplexbildung von Galectin-3 mit dem Glykoprotein 
Asiolofetuin (ASF) in Abhängigkeit des pH-Wertes untersucht werden. Dieses 
besitzt neun verschiedene Bindungsstellen für Galectin-3. Dazu wurde 
rekombinantes Galectin-3 und das in 4.3.1 verwendete Fusionsprotein 
Thioredoxin-Galectin-3-∆N (Trx-Gal-3-∆N) aufgereinigt. 60 µM der 
rekombinanten Proteine wurden mit 20 µM ASF bei unterschiedlichen pH-
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Werten gemischt und für 45 min bei 37°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation 
wurden Turbiditätsmessungen der gebildeten Komplexe, der individuellen 
rekombinanten Proteine und ASFs photometrisch bei 475 nm durchgeführt 
(Abb. 4.30 A). 
Galectin-3 formt mit ASF Komplexe, was bereits durch eine mit dem bloßen 
Auge erkennbare Trübung der Lösung erkennbar ist (Abb.4.30 A kleine Fotos). 
Diese Komplexformation zeigt ihr Maximum bei pH 6,5. Trx-Gal-3-∆N zeigt im 
Vergleich dazu in Anwesenheit von ASF eine nur sehr geringe 
Komplexformation, was auf den Verlust des N-Terminus, der für die 
Selbstassoziation des Lectins zuständig ist, zurückzuführen sein könnte. 
Kontrollmessungen der rekombinanten Proteine sowie ASF alleine zeigen sehr 
geringe Messwerte nahe 0, was darauf schließen lässt, dass weder Galectin-3 
noch ASF alleine eine Komplexbildung induzieren können. 
In einem weiteren Versuch sollte eine mögliche Kopplung von Ligandenbindung 
und Oligomerisierung von Galectin-3 in einem kompetitiven Versuchsansatz 
analysiert werden. Dazu wurden 0,1 µM des Liganden FucLac gekoppelt an 
Fluorescein und 10 µM ASF als Inhibitor mit unterschiedlichen Galectin-3 
Konzentrationen bei pH 7,5; 6,5 und 5,5 gemischt und mittels 
Fluoreszenzpolarisation untersucht (siehe 3.6.8 Fluoreszenzpolarisation). Abb. 
3.30 B zeigt verschiedene Ansätze. Kreise repräsentieren die einzelnen 
Messwerte einer monovalenten Kinetik zwischen Galectin-3 [A] und FucLac [B]; 
die theoretisch errechnete Kurve dazu ist durch eine durchgezogene Linie 
repräsentiert. Quadrate zeigen eine multivalente Kinetik in zusätzlicher 
Anwesenheit von ASF [C]. Die theoretische multivalente Kurve ist in einer 
gepunkteten Linie dargestellt, während die gestrichelte Linie die theoretische 
Kurve der Kinetik von Galectin-3 und ASF jeweils für sich genommen zeigt. 
Wie bereits in Abb. 4.29 gezeigt, sinkt die Bindungskapazität von Galectin-3 zu 
FucLac bei einem pH-Wert von 5,5 (Abb. 4.30 B, Kreise und durchgezogene 
Linie). Die Zugabe von ASF reduziert die Möglichkeit einer FucLac Bindung von 
Galectin-3, da ASF die essentielle Bindungsstelle blockiert. Die multivalente 
Kurve (Quadrate und gepunktete Linie) verschiebt sich daher auf der x-Achse 
nach rechts (Abb. 4.30 B, pH 7,5). Bei einem pH-Wert von 5,5 gleichen sich die 
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gemessenen Werte den theoretischen Kurven an. Die theoretischen Kurven zur 
monovalenten und multivalenten ASF Bindung weisen bei pH 7,5 allerdings 
eine steilere Steigung auf als die gemessene Kurve (Quadrate), was darauf 
hindeutet, dass weniger Galectin-3 Moleküle zur Ligandenbindung vorhanden 
sind als erwartet. Dies deutet auf eine Selbstassoziation des Lectins über seine 
C-terminale Domäne hin, wie sie auch an anderer Stelle bereits beobachtet 
wurde (Lepur et al., 2012b). Diese Selbstassoziation scheint aufgrund der 
Annäherung der Kurven bei pH 6,5 und 5,5 ebenfalls pH-abhängig zu sein. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Oligomerisierung von Galectin-3 











Abb. 4.30 pH-Wert abhängige Oligomerisierung und C-Terminus vermittelte 
Selbstassoziation von Galectin-3 
(A) 60 µM rekombinantes Galectin-3 und Thioredoxin-Galectin-3C wurden mit 20 µM ASF bei 
unterschiedlichem pH gemischt und für 45 min bei 37°C inkubiert. Die Komplexformation wurde 
anschließend mit Hilfe einer Turbiditätsmessung bei 475 nm bestimmt. (B) 0,1 µM FucLac 
gekoppelt mit Fluorescein und 10 µM ASF, als Inhibitor wurden mit unterschiedlichen Galectin-3 
Konzentrationen bei pH 7,5; 6,5 und 5,5 gemischt und anschließend mittels 
Fluoreszenzpolarisation untersucht. Dargestellt sind die Kinetiken unterschiedlicher Ansätze 
und deren theoretische Kurven (kontinuierliche, gestrichelte und gepunktete Linie). Kreise 
zeigen den Ansatz FucLac mit Galectin-3 (monovalent). Quadrate zeigen den gleichen Ansatz 
mit zusätzlich ASF (multivalent). Die Messungen wurden in einem dreifachen Ansatz 
durchgeführt. 
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Abb. 4.30 pH-Wert abhängige Oligomerisierung und C-Terminus vermittelte 
Selbstassoziation von Galectin-3 (Legende siehe vorherige Seite) 
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5 Diskussion 
5.1 Galectin-3 und das klarzellige Nierenzellkarzinom 
Galectin-3 ist das am häufigsten in der Niere exprimierte Lectin und ist an vielen 
unterschiedlichen Funktionen wie der Zellentwicklung, -differenzierung, der 
Regulation der Apoptose, dem Proteintransport und der Zell-Zell- sowie Zell-
Matrix-Interaktion beteiligt (Liu und Rabinovich, 2005; Merseburger et al., 
2008a). Im Hinblick auf diese Funktionen wird eine Beteiligung des Proteins an 
der Entwicklung von klarzelligen Nierenzellkarzinomen vermutet, was mit einer 
Inzidenz von 75 % eines der häufigsten malignen Tumore der Niere ist. 
Bisherige Untersuchungen zeigten sehr heterogene Ergebnisse zur Expression 
von Galectin-3 in diesem Tumor (Francois et al., 1999; Merseburger et al., 
2008a; Sakaki et al., 2010; Young et al., 2001). In diesem Teil der Arbeit wurde 
die Lokalisation und die Expression von Galectin-3 mit apikalen und 
basolateralen Markerproteinen in der normalen Niere und dem klarzelligen 
Nierenzellkarzinom mittels KLSM und Western-Blotanalysen genauer 
untersucht. Desweiteren wurden mittels einer Galectin-3 Affinitätssäule 
Bindepartner des Lectins identifiziert. Mit diesen Untersuchungen sollten tiefere 
Erkenntnisse darüber erlangt werden, wie Galectin-3 in der Tumorprogression 
des klarzelligen Nierenzellkarzinoms involviert ist. 
 
5.1.1 Das klarzellige Nierenzellkarzinom 
Von den 101 untersuchten Patienten mit Nierenzellkarzinomen wiesen 75 % ein 
klarzelliges Nierenzellkarzinom (clear cell renal cell carcinoma (ccRCC)) auf, 
was bestätigt, dass es das am häufigsten vorkommende Nierenzellkarzinom ist 
(Abb. 4.1). Insgesamt wurden 68 Patienten für die Studie ausgewählt. Die 
histopathologischen Untersuchungen zeigten, dass der größte Anteil der 
klarzelligen Nierenzellkarzinome mäßig differenziert war (G2). Die Zahl der 
männlichen und weiblichen Patienten betrug jeweils etwa 50 %, was nicht den 
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Angaben der Literatur entspricht. Bei etwa ¼ der Patienten tauchten 
Fernmetastasen auf (Tabelle 4.1). Diese sind bekanntlich für eine schlechtere 
Prognose mit geringerer Überlebensrate verantwortlich (Ito et al., 2009). Da in 
dieser Studie der weitere Verlauf der Patienten nach der Nephrektomie nicht 
beobachtet wurde, können darüber keine Aussagen getroffen werden. Bei 
weiteren histologischen Untersuchungen der HE- und Azanfärbungen konnten 
die charakteristischen Eigenschaften des gesunden Nierengewebes und des 
Tumorgewebes bestätigt werden (Abb. 4.2). Auch die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 4.3) zeigten Charakteristika der 
gesunden Nierenepithelzellen und der Tumorzellen. Dabei ist die große Anzahl 
Lipidtropfen, der reiche Glykogengehalt und die geringere Anzahl an 
Mitochondrien in den Tumorzellen im Vergleich zum gesunden Nierengewebe, 
wie es in Mackay et al. bereits beschreiben wurde, auffällig (Mackay et al., 
1987). Anhand der Anzahl und der Morphologie der Mitochondrien lassen sich 
verschiedene Typen der Nierenzellkarzinome voneinander unterscheiden 
(Erlandson et al., 1997). 
 
5.1.2 Lokalisation und Expression apikaler und basolateraler 
Markerproteine in der Niere und dem klarzelligen 
Nierenzellkarzinom 
Villin ist ein Aktin-bindendes Protein, was hauptsächlich in den Mikrovilli des 
Bürstensaums von Darm und Niere auskleidenden Epithelzellen exprimiert wird 
(Bretscher und Weber, 1980). Es galt lange als Tumormarker für 
gastrointestinale Karzinome, hepatozelluläre Karzinome und 
Nierenzellkarzinome (Bacchi und Gown, 1991). Bisherige immunhistologische 
Untersuchungen konnten zeigen, dass Villin im proximalen Tubulus der 
gesunden Niere lokalisiert ist und im Nierenzellkarzinom mit zunehmender 
Differenzierung abnimmt (Grone et al., 1986). Die Expression von Villin im 
Bürstensaum der Epithelzellen des proximalen Tubulus und die Reduktion des 
Proteins in klarzelligen Nierenzellkarzinomen konnte in dieser Arbeit mit Hilfe 
der immunhistologischen Untersuchungen und der Western-Blotanalysen 
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bestätigt werden (Abb. 4.4 C, D und Abb. 4.5 B, C). Auch die Normalisierung 
auf α-Tubulin zeigte eine Reduktion des apikalen Markerproteins (Abb. 4.6 B). 
E-Cadherin zählt in Epithelzellen zu den wichtigsten Zell-Adhäsionsmolekülen 
indem es Zell-Zell-Kontakte wie die Zonula adherens vermittelt und somit die 
Zellpolarität aufrecht erhält (Mays et al., 1995; Petruzzelli et al., 1999). In der 
humanen adulten Niere ist E-Cadherin ausschließlich basolateral in 
Epithelzellen des distalen Tubulus und des Sammelrohres lokalisiert, während 
im proximalen Tubulus N-Cadherin, ein weiterer Cadherin-Vertreter, vorherrscht 
(Keller et al., 2012; Nouwen et al., 1993; Tani et al., 1995). In bisherigen 
histologischen Untersuchungen an klarzelligen Nierenzellkarzinomen konnte 
gezeigt werden, dass die Expression von E-Cadherin mit zunehmender 
Differenzierung des Tumors verloren geht (Katagiri et al., 1995; Mareel et al., 
1992). Mit dem Verlust von E-Cadherin und dem damit einhergehenden Verlust 
der interzellulären Adhäsion erfolgt die Ablösung der Tumorzellen vom 
Primärtumor. Diese können nun umliegendes Gewebe infiltrieren und 
Metastasen bilden. Behrens und Kollegen konnten bereits an MDCK Zellen 
invasive Eigenschaften beobachten, sobald die Zell-Zell-Adhäsion durch einen 
anti-E-Cadherin Antikörper inhibiert wurde (Behrens et al., 1985). Die genaue 
Ursache des Expressionsverlusts ist noch Gegenstand aktueller Forschung, 
sowie der Einsatz von E-Cadherin als Tumorsupressor in der Tumortherapie. In 
der vorliegenden Arbeit kann die basolaterale Lokalisation von E-Cadherin im 
distalen Tubulus und im Sammelrohr sowie eine signifikante Reduktion des 
Proteins in klarzelligen Nierenzellkarzinomen mit Hilfe der KLSM-Aufnahmen 
und der biochemischen Analysen bestätigt werden (Abb. 4.4 E, F; Abb. 4.5 B, C 
und Abb. 4.6 B). 
β-Catenin ist eine Komponente der Zonula adherens und der Desmosomen und 
zeichnet sich durch die Assoziation mit dem Zell-Adhesionsmolekül E-Cadherin 
aus (Kemler, 1993; Piepenhagen und Nelson, 1993). In den 
fluoreszenzmikrokopischen Untersuchungen dieser Arbeit konnte die 
basolaterale Lokalisation des Proteins bestätigt werden (Abb. 4.4 G). Ein 
Verlust von β-Catenin im Bereich der Zonula adherens geht mit dem Abbau der 
E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhäsion einher und fördert die 
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Metastasierung von Nierenzellkarzinomen (Behrens et al., 1993; Katagiri et al., 
1995). Die hier dargestellten biochemischen Untersuchungen in klarzelligen 
Nierenzellkarzinomzellen können eine Regression der β-Catenin-Expression 
bestätigen (Abb. 4.4 H, Abb. 4.6 A). 
Aquaporin- 2 (AQP-2) fungierte in dieser Arbeit neben Villin als zweites apikales 
Markerprotein. Es handelt sich um ein durch Antidiuretisches Hormon (ADH) 
reguliertes Membranprotein, welches für die Aufrechterhaltung des 
Wasserhaushaltes zuständig ist. In der Niere wird es ausschließlich in den 
Hauptzellen des Sammelrohres synthetisiert. Nach Aktivierung durch ADH wird 
es an die apikale Zellmembran transportiert und induziert dort den Wasserein- 
und -ausstrom. Anschließend wird es über frühe Endosomen in Rab-11 
positiven Vesikeln gelagert (zusammengefasst in (Takata et al., 2008)). In der 
vorliegenden Arbeit konnte die Lokalisation in subapikalen vesikulären 
Strukturen im Sammelrohr bestätigt werden (Abb. 4.4 A). Die 
Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen, wie auch bei allen anderen 
verwendeten Markerproteinen, eine Reduktion der AQP-2 Expression in den 
Tumorzellen (Abb. 4.4 B). 
Die stark reduzierte Expression aller in dieser Studie verwendeten 
Markerproteine im klarzelligen Nierenzellkarzinomz lässt sich durch eine 
Depolarisation der Tumorzellen erklären. Ein deutlicher Verlust der Zellpolarität 
lässt sich auch anhand der Lokalisations- und Expressionsuntersuchung von E-
Cadherin und Villin im Zellkulturmodell zeigen (Abb. 4.7). Sowohl die RC-124 
als auch die RCC-FG1 Zellen bilden selbst nach sieben Tagen keine Polarität 
aus, was an der diffusen Verteilung von E-Cadherin und Villin zu erkennen ist 
(Abb. 4.7). Zusätzlich bestätigen die Western-Blotanalysen zur Expression von 
E-Cadherin, die bereits aus den Patientenproben gewonnen Daten eines 
Expressionsrückgangs (Abb. 4.8). Anhand dieser nicht ausgeprägten Polarität 
bei den RC-124 Zellen eignen sie sich nur bedingt für Lokalisationsstudien. 
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5.1.3 Lokalisation und Expression von Galectin-3 im klarzelligen 
Nierenzellkarzinom 
Die Expression von Galectin-3 variiert in Tumorgeweben abhängig von der 
Tumorart und der Differenzierung des Gewebes und ist nach bisherigen 
Untersuchungen sehr heterogen (Danguy et al., 2002; Liu und Rabinovich, 
2005; Oka et al., 2004; van den Brule et al., 2004; Young et al., 2001). Ein 
Anstieg der Galectin-3 Expression konnte bereits in einer RT-PCR basierenden 
Studie von 66 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom (Sakaki et al., 
2010) und einer cDNA Microarray Analyse von 4 Patienten mit ccRCC gezeigt 
werden (Young et al., 2001). Auf der anderen Seite konnte auch ein Verlust der 
Galectin-3 Expression während der Tumorgenese in einer Untersuchung von 
149 Patienten mit Nierenzellkarzinom beschrieben werden (Merseburger et al., 
2008a). Andere immunohistochemische Studien von 74 (Francois et al., 1999) 
und 137 (Dancer et al., 2010) Patienten mit ccRCCs zeigten ein heterogenes 
Expressionsbild von Galectin-3. Oft wurde die Expression in diesen 
Untersuchungen nur mit Hilfe einer Methode vorgenommen und die 
ausgesuchten Patientenkohorten waren sehr unterschiedlich. In der 
vorliegenden Arbeit stützen sich die Ergebnisse auf fluoreszenzmikroskopische 
Analysen und Western-Blots von Gewebeproben aus Patienten mit 
ausschließlich klarzelligem Nierenzellkarzinom. Trotz der geringen Anzahl von 
39 Patienten, konnte in 79 % der untersuchten Patienten mit klarzelligem 
Nierenzellkarzinom eine signifikante Überexpression von Galectin-3 in den 
Tumorzellen festgestellt werden (Abb.4.5, 4.6), die sich sogar in den 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen durch eine starke Färbung von 
Galectin-3 bestätigen ließ (Abb. 4.4). Desweiteren deutet auch die starke 
Expression des Lectins in RCC-FG1 Zellen auf eine Beteiligung von Galectin-3 
an der Tumorprogression und der zellulären Differenzierung hin (Abb. 4.8). 
In Prostatakarzinomzellen sinkt die Expression von Galectin-3 mit zunehmender 
Tumordifferenzierung und korreliert mit einer kürzeren Überlebensrate der 
Patienten (Merseburger et al., 2008b). Demzufolge wird Galectin-3 hier sogar 
als Tumorsuppressor bezeichnet. Dagegen wird das Überleben von Patienten 
mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen von einem niedrigen Galectin-3-Gehalt 
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begünstigt (Francois et al., 1999). Bei der Untersuchung des Galectin-3 Levels 
im Urin von Patienten mit unterschiedlichen Tumorarten konnte gezeigt werden, 
dass der Gehalt des Lectins im Urin bei Patienten mit Metastasen signifikant 
erhöht war im Vergleich zu Patienten mit alleinigem Primärtumor 
(Balasubramanian et al., 2009). Somit stellt Galectin-3 einen potentiellen 
Marker für den Differenzierungsgrad dar. In der vorliegenden Arbeit konnte 
keine Korrelation der Tumoraggressivität mit der Galectin-3 Expression 
festgestellt werden. Sowohl Patienten mit einem guten Differenzierungsgrad 
(G1) als auch Patienten mit mäßig differenziertem (G3) klarzelligen 
Nierenzellkarzinom wiesen eine erhöhte Galectin-3 Expression auf (Tabelle 
4.2). Allerdings zeigte keiner der Patienten mit einer erniedrigten Galectin-3-
Expression Metastasen. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass es eine 
Korrelation zwischen der Galectin-3 Expression und der Tumormalignität gibt, 
was bereits bei der Entstehung von Magen- und Pankreaskrebs gezeigt werden 
konnte (Kim et al., 2010; Kobayashi et al., 2011). 
Viele verschiedene Studien konnten Galectin-3 eine Beteiligung bei der 
Metastasierung zuschreiben. Der erste Schritt bei der Metastasierung ist das 
Ablösen von einzelnen Tumorzellen vom Primärtumor. Diesen Schritt 
unterstützt Galectin-3 in Brust- und Prostatakrebs, indem es an 
Zelladhäsionsmoleküle bindet und dadurch Zell-Zell- und Zell-
Matrixverbindungen auflöst (Glinsky et al., 2003). Eine Galectin-3 
Überexpression in Brust- und Lungenkrebs ging mit erhöhter Invasion der 
Tumorzellen einher (O'Driscoll et al., 2002; Warfield et al., 1997). Gleichzeitig 
führt eine verminderte Galectin-3 Expression in Enddarmkrebs zu einer 
verringerten Zellmotilität (Hittelet et al., 2003). In diesem Zusammenhang 
konnte eine Interaktion von Galectin-3 mit β-Catenin nachgewiesen werden 
(Kobayashi et al., 2011; Shimura et al., 2005; Shimura et al., 2004). 
Beispielsweise reguliert Galectin-3 in der Brustkrebszelllinie BT549 den Wnt/β-
Catenin Signalweg durch Bindung an β-Catenin (Shimura et al., 2004). In 
Enddarmkrebszellen nimmt Galectin-3 ebenfalls Einfluss auf den Wnt-
Signalweg indem es die Glykogen Synthase Kinase-3β (GSK-3β) reguliert. 
Dadurch wird die Phosphorylierung und Degradation von β-Catenin beeinflusst 
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und es kommt zur Akkumulation von β-Catenin im Zellkern (Song et al., 2009). 
Dies steigert die Tumorzellprogression. In Pancreastumorzellen konnte 
stattdessen festgestellt werden, dass ein knock down von Galectin-3 zu einer 
verminderten Zellmigration und -invasion führt, verursacht durch eine 
erniedrigte Expression von β-Catenin, GSK-3β und Akt (Kobayashi et al., 2011). 
Anhand der verminderten Expression von β-Catenin in der vorliegenden Studie 
(Abb. 4.4 und 4.6) und in anderen Untersuchungen, nimmt Galectin-3 
vermutlich auch auf den Wnt-Signalweg in klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
Einfluss (Shimazui et al., 1997). Einen weiteren Beweis dafür lieferten CoIP 
Analysen mit 16 der hier untersuchten Patienten. Anhand dessen konnte eine 
gesteigerte Interaktion von Galectin-3 mit β-Catenin im Tumor festgestellt 
werden, während diese im Vergleich zum Normalgewebe unterhalb der 
Messgrenze liegt (Greb, 2011). 
Galectin-3 erhöht die Motilität von Krebszellen nicht nur durch die Interaktion 
mit β-Catenin. Beispielsweise konnte in Magenkrebszellen festgestellt werden, 
dass Galectin-3 die Expression von Fascin-1, einem Aktinbündelungsprotein, 
erhöht und damit die Neugestaltung des Zytoskeletts bewirkt (Kim et al., 2010). 
Desweiteren vermittelt Galectin-3 auch weiterführende Schritte der 
Metastasierung, wie die Zell-Zell-Adhäsion zwischen Tumorzellen, die 
Zellmatrix-Interaktionen um an gesundem Gewebe anzudocken und die 
Anlagerung an Endothelzellen zur Förderung der Angiogenese (Glinsky et al., 
2003; Hood und Cheresh, 2002; Inohara und Raz, 1995; Khaldoyanidi et al., 
2003). 
Im Rahmen der Erforschung des Expressionsverhaltens von Galectin-3 wurde 
in dieser Arbeit die Tauglichkeit von α-Tubulin und GAPDH als 
Referenzproteine getestet (Abb. 4.6). In Übereinstimmung mit vorherigen 
Studien konnte eine Zunahme der GAPDH-Expression in klarzelligen 
Nierenzellkarzinomzellen festgestellt werden (Vila et al., 2000). α-Tubulin zeigte 
dahingegen im Tumor keine Veränderung in der Expression im Vergleich zum 
gesunden Nierengewebe und eignet sich somit als Referenzprotein (Abb. 4.6 
A). Die Normalisierung der densitometrischen Daten von Galectin-3, Villin und 




S e i t e  | 167 
E-Cadherin auf α-Tubulin zeigten keine Veränderung der jeweiligen 
Expressionsverhalten zu den in Abb. 4.5 dargestellten Daten (Abb. 4.6 B). 
Bei der Untersuchung der Lokalisation von Galectin-3 im gesunden 
Nierengewebe und im klarzelligen Nierenzellkarzinom konnte eine mosaikartige 
Lokalisation im distalen Tubulus und im Sammelrohr festgestellt werden (Abb. 
4.4). In Übereinstimmung mit anderen Veröffentlichungen können diese Lectin-
exprimierenden Zellen im Sammelrohr als Schaltzellen identifiziert werden 
(Winyard et al., 1997). Dies zeigt sich auch an der verminderten Lokalisation 
von Galectin-3 in AQP-2 positiven Hauptzellen (Abb. 4.4 A). Eine zusätzliche 
immunzytochemische Identifikation der Schaltzellen könnte mittels der H+-
ATPase als Marker erfolgen. 
Die Galectin-3 Expression beschränkt sich auf einzelne Epithelzellen des 
distalen Tubulus und des Sammelrohres (Abb. 4.4 A, C, E, G). Im Hinblick auf 
die Entstehung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms aus dem proximalen 
Tubulus (Thoenes et al., 1990) impliziert dies einen drastischen Anstieg der 
Galectin-3-Synthese in Epithelzellen des proximalen Tubulus während der 
Tumorgenese. Diese Möglichkeit konnte bereits für das Wilms-
Tumorsuppressorgen bestätigt werden (Campbell et al., 1998). Es wird 
ebenfalls erst im klarzelligen Nierenzellkarzinom exprimiert. Eine weitere 
Möglichkeit wäre, dass das klarzellige Nierenzellkarzinom seinen Ursprung 
auch im distalen Tubulus oder im Sammelrohr hat (Tani et al., 1995). Diese 
Variationen im zellulären Ursprung des Tumors würden auch die 
unterschiedlichen Expressionsmuster von Galectin-3 in klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen erklären. Aufgrund der mosaikartigen Expression von 
Galectin-3 stellt sich die Frage, warum das Lectin nicht im proximalen Tubulus 
detektiert werden konnte. Basierend auf vorherigen Studien konnte Galectin-3 
als apikaler Sortierrezeptor von lipid raft unabhängigen Proteinen identifiziert 
werden und trägt somit zum Erhalt der Zellpolarität bei (Delacour et al., 2006). 
Aufgrund des großen Repertoires an Galectinen in der Niere (Poland et al., 
2011), könnte auch ein anderer Vertreter der Galectin Familie diese Aufgabe in 
den Epithelzellen des proximalen Tubulus übernehmen. In zukünftigen 
Untersuchungen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie könnte dies geklärt 
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werden. Man könnte allerdings auch vermuten, dass ein Transport von nicht-raft 
Proteinen in diesen Zellen geringer ist und im distalen Tubulus vorherrscht. Um 
diese Frage zu klären, wäre eine genauere Untersuchung des 
Proteintransportes im distalen Tubulus nötig. 
 
5.1.4 Nukleäre Akkumulation von Galectin-3 
Im Rahmen der Lokalisationsstudien von Galectin-3 wurde auch die zelluläre 
Verteilung näher untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass der Anstieg 
der Galectin-3 Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen von einer 
Erhöhung des Galectin-3 Gehalts im Nukleus begleitet ist (Abb. 4.9). Dies 
konnte anhand von xz-Stapelaufnahmen mit dem konfokalen 
Fluoreszenzmikroskop mit anschließender 3D-Rekonstruktion und Erstellung 
eines Intensitätsprofils veranschaulicht werden (Abb. 4.9 A, B). Diese 
Beobachtungen konnten zusätzlich durch eine Kernisolationsstudie gefolgt von 
einer Western-Blotanalyse bestätigt werden (Abb. 4.9 C, D, E) und deuten auf 
eine Veränderung im Import-/Export-Mechanismus von Galectin-3 hin. Die 
intrazelluläre Lokalisation von Galectin-3 ist vom Zelltyp und vom 
Proliferationsstatus der Zelle abhängig (Haudek et al., 2010). Es befindet sich 
entweder ausschließlich im Zytoplasma, im Nukleus oder ist zwischen beiden 
Kompartimenten gleichmäßig verteilt (Gaudin et al., 2000; Moutsatsos et al., 
1987; Openo et al., 2000). Im Zellkern kann es diffus im Nukleoplasma 
vorliegen aber auch mit Interchromatin oder Cajal bodies assoziiert sein 
(Matera, 1999; Spector, 2001). Die Lokalisation des Lectins ist allerdings nicht 
statisch sondern intrazelluläres Galectin-3 pendelt zwischen Nukleus und 
Zytosol (Davidson et al., 2002). Da Galectin-3 kein Kernlokalisationssignal 
besitzt (Gorlich und Mattaj, 1996; Pante und Aebi, 1996), ist bis jetzt immer 
noch unklar wie es in den Zellkern gelangt. Verschiedene Studien konnten 
zeigen, dass es über passive Diffusion oder mit Hilfe des Importin α/β Komplex 
in den Zellkern gelangt (Nakahara et al., 2006; Nakahara und Raz, 2007). Dem 
gegenüber konnte auch gezeigt werden, das ein Teil der N-Terminalen 
Sequenz von Galectin-3 den Eintritt induziert (Davidson et al., 2006; Gaudin et 
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al., 2000) und auch die Dimerisierung und Pentamerisierung des Lectins 
entscheidend dazu beitragen können (Ahmad et al., 2004; Yang et al., 1998). 
Um mehr über diese Umverteilung des Lectins während der Tumorentstehung 
herauszufinden, könnten z.B. FRAP- (Fluorescence recovery after 
Photobleaching) Analysen durchgeführt werden. Nach Ausbleichen der 
Galectin-3 Fluoreszenz im Nukleus kann verfolgt werden, wie schnell die 
Rekrutierung aus dem Zytosplasma erfolgt. 
Nach Translokation von Galectin-3 in den Zellkern kann dieses mit zahlreichen 
Proteinen und Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Gemin-4, Thyroid-spezifischer 
Transkriptionsfaktor (TTF-1) oder β-Catenin interagieren und nimmt somit 
Einfluss auf die Zellzyklusregulation, die Zellproliferation und die RNA-
Prozessierung (Dumic et al., 2006; Haudek et al., 2010). Desweiterem wird 
nukleärem Galectin-3 eine pro-apoptotische Wirkung zugeschrieben (Califice et 
al., 2004a; Fukumori et al., 2006; Liu und Rabinovich, 2005). Im Hinblick auf die 
vorliegende Studie wird vermutet, dass Galectin-3 durch die induzierte 
Apoptose dem Tumor entgegenwirken möchte. Allerdings stellt sich die Frage, 
ob die vermehrte nukleäre Lokalisation des Lectins die Ursache oder eine Folge 
der Entstehung des Nierenzellkarzinoms ist. Diese Frage muss in zukünftigen 
Untersuchungen noch geklärt werden. 
Die zelluläre Expression von Galectin-3 wird auch mit der malignen 
Tumorprogression in Verbindung gebracht. So konnten van den Brule und 
Kollegen in Prostatakarzinomzellen eine verminderte Galectin-3 Expression 
beobachten, die mit einem vermehrten Ausschluss des Lectins aus dem 
Zellkern einhergeht. Der hohe Anteil des damit einhergehenden 
zytoplasmatischen Galectin-3 Anteils fördert die Tumorprogression (van den 
Brule et al., 2000). Diese Verlagerung der nukleären Lokalisation von Galectin-
3 in das Zytoplasma während der Tumorprogression konnte auch in 
Zungenkrebs und Prostatakarzinomen ermittelt werden (Califice et al., 2004a; 
Lotz et al., 1993). Da in der vorliegenden Arbeit nur neun Patienten 
biochemisch auf die zelluläre Lokalisation von Galectin-3 untersucht wurden, ist 
in diesem Fall eine Aussage über den Zusammenhang der nukleären 
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Lokalisation und Progression des Tumors nicht möglich. Dies müsste in 
weiteren Studien mit einer höheren Patientenanzahl verifiziert werden. 
 
5.1.5 Kolokalisation von Galectin-3 und Centrin-2 am Basalkörperchen 
des primären Ziliums 
Durch konfokale Fluoreszensmikroskopie und der Markierung des 
centrosomolen Markerproteins Centrin-2 konnte Galectin-3 am 
Basalkörperchen des primären Ziliums in humanen Nierenzellen nachgewiesen 
werden (Abb. 4.11). Diese Kolokalisationen sind am apikalen Zellpol von 
Epithelzellen des distalen Tubulus und des Sammelrohres aufzufinden (Abb. 
4.11 A). Eine Kolokalisation von Galectin-3 mit Centrin-2 konnte bereits in 
MDCK-Zellen und Epithelzellen der Mausniere gezeigt werden (Chiu et al., 
2006; Koch et al., 2010) und sogar hochauflösend dargestellt werden (Abb. 
4.10 A). Das Lectin ist sehr dynamisch während der Zelldifferenzierung. Sobald 
die Zelle ihre Polarität erreicht hat assoziiert Galectin-3 mit centrosomalen 
Strukturen, wie Centrin-2 (Bornens, 2008; Koch et al., 2010). Die 
Kolokalisationen in Zellen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms sind dagegen 
signifikant reduziert (Abb. 4.11 B). Dies kann auf die verminderte 
Zellpolarisation und die damit einhergehende Deziliation der Zellen 
zurückgeführt werden (Fliegauf et al., 2007; Singla und Reiter, 2006). Durch 
fehlende Zilien, findet sich kein Centrin-2 mehr am apikalen Zellpol der 
Tumorzellen. Die zelluläre Lokalisation von Galectin-3 hat vermutlich 
erheblichen Einfluss auf die Deziliation und den Verlust der Zellpolarität. 
Galectin-3 spielt eine zentrale Rolle in der Ziliogenese des primären Ziliums und 
der Zellpolarisation. Voraussetzung dafür ist eine zytosolische Lokalisation des 
Lectins (Azimzadeh und Bornens, 2007; Chiu et al., 2006), die in den 
Tumorzellen durch die vermehrte Translokation in den Nukleus nicht mehr 
gegeben ist. 
In Studien an MDCK-Zellen und Mäusenieren führt eine Deletion des Lectins 
zur Veränderung der Anzahl, der Länge und der Struktur des primären Ziliums 
und der Centrosomen.(Koch et al., 2010). Desweiteren beeinflusst dieser knock 
down auch die zelluläre Organisation von polaren Markerproteinen. 
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Zentrosomale Abnormalitäten und Defekte in der Galectin-3 Expression werden 
bereits in Verbindung gebracht mit der Entstehung zahlreicher Tumore (Califice 
et al., 2004b; Fukasawa, 2005; Nigg, 2006). Das klarzellige Nierenzellkarzinom 
ist im Gegensatz zum papillären Nierenzellkarzinom durch eine reduzierte 
Anzahl an primären Zilien charakterisiert (Schraml et al., 2009). Die 
Degeneration der primären Zilien hängt dabei von der Inaktivierung des VHL 
Gens ab (Esteban et al., 2006; Lutz und Burk, 2006). Mit dem Verlust des VHL-
Gens geht die Stabilität der Mikrotubuli verloren. Es kommt zur Störung des 
intraflagellären Transports, wodurch das primäre Zilium abgebaut wird. Durch 
den Verlust der Zellpolarität kommt es zur Bildung von Nierenzellkarzinomen 
(zusammengefasst in (Mans et al., 2008)). Im Fall des klarzelligen 
Nierenzellkarzinoms bleibt allerdings noch klärungsbedarf nach Ursache und 
Folge. Impliziert der Verlust der Assoziation von Galectin-3 mit Centrin-2 die 
Tumorentstehung oder ist es eine Konsequenz daraus? 
Interessanterweise konnten Kolokalisationen von Galectin-3 und Centrin-2 in 
den RC-124 Zellen detektiert werden (Abb. 4.11 C) während in RCC-FG1 
Zellen keine Kolokalisationen beobachtet werden konnten (Abb. 4.11 D). Dies 
unterstützt die Ergebnisse der Patienten. Im Hinblick auf die Untersuchungen in 
4.1.6 zu den Polaritätsmarkern in RC-124 Zellen stellt sich nun die Frage, 
warum die Ausbildung eines Basalkörperchens erfolgt, wenn die Zellen keine 
Polarität ausbilden. Die Zellpolarität müsste in diesem Fall noch näher 
untersucht werden. Dabei könnten Fluoreszenzfärbungen von Mikrotubuli 
hilfreich sein, da sie eine entscheidende Rolle beim Aufbau des primären 
Ziliums bilden. Interessant wäre auch die Untersuchung der Proteine pVHL und 
Glykogen-Synthase-Kinase-3-beta (GSK-3-beta), die am Aufbau und der 
Stabilität von Mikrotubuli beteiligt sind und dadurch das primäre Zilium aufrecht 
erhalten. Vorherige Studien konnten bereits zeigen, dass bei einem Verlust 
beider Proteine die Ziliogenese gestört ist, während bei einem Verlust von 
pVHL, GSK-3-beta die Ziliogenese alleine aufrecht erhalten kann (Thoma et al., 
2007). 
Im Hinblick auf die Beteiligung des primären Ziliums an verschiedenen 
Krankheiten und der Tumorentstehung ist es sehr wichtig die zellulären 
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Komponenten genauer zu verstehen, besonders die räumliche Anordnung und 
Interaktion dieser Strukturen. Mit Hilfe der GSDIM-Mikroskopie konnten zum 
ersten Mal detailreiche Abbildungen von Centrin-2 am Basalkörperchen des 
primären Ziliums unterhalb der Beugungsgrenze erstellt werden (Abb. 4.10 A). 
Das hochauflösende Mikroskopieverfahren verwendet die gleichen 
immunhistochemischen Verfahren wie bei der KLSM und kann laterale 
Auflösungen von bis zu 20 nm erzielen (Folling et al., 2008). In weiteren 
Untersuchungen kann jetzt die Assoziation von Galectin-3 und Centrin-2 mit 
Hilfe des GSDIM-Verfahrens genauer analysiert werden. Zusätzlich sind 
mittlerweile dreidimensionale Aufnahmen möglich, mit einer axialen Auflösung 
von etwa 70 nm. Neben biochemischen Untersuchungen kann die 
hochauflösende Mikroskopie entscheidend dazu beitragen neue Erkenntnisse 
über zelluläre Ursachen von bisher unheilbaren Krankheiten zu gewinnen. 
 
5.1.6 Korrelation der Expression von Galectin-3 mit CEACAM1 
Die Untersuchung zur Expression von Galectin-3 und CEACAM1 zeigte eine 
Reduktion der CEACAM1-Expression im klarzelligen Nierenzellkarzinom im 
Vergleich zum gesunden Nierengewebe während die Galectin-3-Expression 
erhöht ist (Abb. 4.12 C, D). Von 54 untersuchten Patienten wiesen 73 % eine 
Erniedrigung der CEACAM1-Expression bei gleichzeitigem Anstieg der 
Galectin-3-Expression auf (Abb. 4.12 C). Daneben zeigten 11 % der Patienten 
eine Erniedrigung und 16 % eine Erhöhung beider Proteine im Tumorgewebe. 
Dies unterstreicht nochmals die Heterogenität von Patientenmaterial im 
Vergleich zum Zellkulturmodell. Trotz dieser Heterogenität zeigt die Mehrheit 
der Patienten die Reduktion von CEACAM1 bei gleichzeitiger Erhöhung von 
Galectin-3 im klarzelligen Nierenzellkarzinom. Das Zellkulturmodell unterstützt 
diese Aussage (Abb. 4.12 A). Somit kann eine Korrelation der Expression von 
CEACAM1 mit Galectin-3 während der Entstehung des klarzelligen 
Nierenzellkarzinoms bestätigt werden. 
CEACAM1 fungiert als homophiles und heterophiles Zell-Adhäsionsmolekül, 
auch für Tumorzellen (Benchimol et al., 1989; Oikawa et al., 1992). Ist die 
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Expression von CEACAM1 erniedrigt kommt es zum Verlust der Zell-Zell-
Adhäsion, auch zwischen Tumorzellen. Aufgrund dessen kommt CEACAM1 
eine Rolle als Tumorsuppressor zu, was auch in Brust-, Prostata-, Enddarm-, 
Blasen- und Nierenkrebskrebs bereits demonstriert werden konnte (Kammerer 
et al., 2004; Neumaier et al., 1993; Riethdorf et al., 1997; Tilki et al., 2010). In 
malignen Melanomzellen konnte wiederum eine de novo Expression von 
CEACAM1- festgestellt werden (Markel et al., 2002; Sienel et al., 2003; Thies et 
al., 2002). Die Autoren vermuten, dass sich der Tumor damit gegen eine 
Immunantwort des Körpers schützen möchte, indem überschüssiges 
CEACAM1 natürliche Killerzellen inaktiviert. Die Rolle von CEACAM1 als 
Tumorsupressor oder als Unterstützer der Tumorprogression hängt vom 
Gewebe ab aus dem der Tumor entsteht (Kammerer et al., 2004). In der 
vorliegenden Studie könnte es demzufolge eine Rolle als Tumorsuppressor 
haben. In Brust- und Enddarmkrebs kommt CEACAM1 sogar eine 
proapoptotische Wirkung zu (Kirshner et al., 2003; Nittka et al., 2004). 
Interessanterweise ist die Reduktion von CEACAM1 in Prostatakarzinomen und 
Nierenzellkarzinomen von einer gesteigerten Expression des Proteins in 
Endothelzellen begleitet (Kammerer et al., 2004; Kilic et al., 2005). Somit 
schreibt man CEACAM1 auch eine proangiogene Wirkung zu. In der 
vorliegenden Untersuchung der klarzelligen Nierenzellkarzinome konnte keine 
vermehrte Expression von CEACAM1 in Endothelzellen im Tumorgewebe 
detektiert werden. 
Bei der Unterteilung der Patienten in Gruppen mit hohem und niedrigem 
CEACAM1 Gehalt konnte eine Abhängigkeit des Expressionsverhaltens zum 
Differenzierungsgrad des Tumors festgestellt werden (Abb. 4.13). Mit 
zunehmendem Differenzierungsgrad steigt der Verlust von CEACAM1 im 
Tumorgewebe an. Gegenwärtig nimmt die Überexpression von Galectin-3 in 
diesem Gewebe mit zunehmendem Differenzierungsgrad ab. Da die 
Tumorzellen mit zunehmender Dedifferenzierung ihre Polarität verlieren ist auch 
von einem zunehmenden Verlust von CEACM1 auszugehen. Dieser Verlust 
während der Tumorprogression konnte bereits in Brustkrebs mit der Prognose 
in Verbindung gebracht werden. Patienten mit niedrigem CEACAM1 Gehalt im 
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Tumorgewebe und einem höheren Differenzierungsgrad hatten eine 
schlechtere Prognose als Patienten mit erhöhtem CEACAM1 und niedrigem 
Grading (Wang et al., 2011). Möglicherweise ist das Risiko der Metastasierung 
aufgrund der verlorenen Zell-Adhäsionseigenschaften hier höher. Bei einer 
weiteren Studie von Patienten mit Blasenkrebs konnte eine Abhängigkeit des 
CEACAM1 Gehalts im Urin mit dem Staging der Patienten festgestellt werden 
(Tilki et al., 2010). In der vorliegenden Studie wurden bisher die weiteren 
Schicksale der Patienten nicht mit einbezogen. Allerdings wäre dies im Hinblick 
auf die Untersuchung der Expression von CEACAM1 und Galectin-3 ein 
interessanter Aspekt. 
Anhand der Lokalisationsstudien mittels KLSM und Co-IP Analysen konnte eine 
Interaktion von Galectin-3 mit CEACAM1 während der Tumorgenese 
beobachtet werden (Abb. 4.14). Kolokalisationen wurden hauptsächlich im 
Übergangsgewebe, in Zellen, die sich zu Tumorzellen entwickeln, identifiziert 
(Abb. 4.14 B, C). Aber auch vereinzelt im Tumorgewebe ist eine Kolokalisation 
sichtbar. Die Expression von CEACAM1 beschränkt sich im normalen Gewebe 
auf den apikalen Zellpol von Epithelzellen des proximalen Tubulus (Abb. 4.14 
B). Dies bestätigt die Beobachtungen von Prall und Kammerer (Kammerer et 
al., 2004; Prall et al., 1996). In RC-124 und RCC-FG1 Zellen konnten ebenfalls 
Kolokalisationen von CEACAM1 mit Galectin-3 in vesikulären Strukturen 
dargestellt werden (Abb. 4.14 A). Allerdings muss hier wieder die nicht 
vorhandene Polarität beider Zelllinien berücksichtigt werden. Eine Interaktion 
beider Proteine konnte letztendlich durch Co-IP Studien mit dem 
Zellkulturmodell und anhand von Gewebelysaten verifiziert werden (Abb. 4.14 
D). Bisher ist eine Interaktion von CEACAM1 mit Galectin-3 aus humanen 
neutrophilen Granulozyten bekannt (Feuk-Lagerstedt et al., 1999). Eine 
Interaktion zwischen beiden Proteinen ist aufgrund der zahlreichen 
Glykosylierungen von CEACAM1 und der hohen Bindungsaffinität von Galectin-
3 zu diesen Zuckerverbindungen möglich (Hammarstrom, 1999). Zudem ist die 
apikale Sortierung dieses Proteins in MDCK-Zellen abhängig von Galectin-3 
(Delacour et al., 2006; Delacour et al., 2007; Delacour et al., 2008). Da diese 
Untersuchungen nur an fünf (KLSM) und drei (Co-IP) Patienten durchgeführt 
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wurde, müssten diese durch weitere Experimente unterstützt werden. Zudem 
wäre es interessant die Patientenparameter zu berücksichtigen. Die Frage, wie 
die Interaktion von Galectin-3 mit CEACAM1 die Tumorentstehung beeinflusst 
oder ob es wieder eine Folge daraus ist, bleibt noch offen. 
 
5.1.7 Galectin-3 Bindungspartner in der Tumorentstehung 
Mit Hilfe einer Galectin-3-Affinitätssäule und anschließender ESI-MS/MS 
Analyse konnten Bindungspartner von Galectin-3 in RC-124 und RCC-FG1 
Zellen identifiziert werden (Abb. 4.15 und Tabelle 4.3). Die aufgeführten 
Proteine könnten bei der Entstehung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms eine 
entscheidende Rolle spielen. Weitere Untersuchungen zur Expression und 
Lokalisation sowie der Interaktion dieser Proteine mit Galectin-3 in 
Patientenproben könnte zu näheren Erkenntnissen der Entstehung des 
klarzelligen Nierenzellkarzinoms führen. 
Eine Interaktion von Galectin-3 mit β-Catenin konnte schon in Pankreaskrebs 
bestätigt werden (Kobayashi et al., 2011). Dabei reguliert Galectin-3 die 
Phosphorylierung und den Abbau von β-Catenin durch Eingreifen in den Wnt-
Signalweg. Dies fördert die Expression von Zellzyklus-regulierenden Proteinen 
wie Cyclin D und führt zur Unterstützung der Tumorprogression (Shimura et al., 
2005; Shimura et al., 2004). 
Die Interaktion von Galectin-3 mit Mucinen wurde bereits für MUC1 und MUC2 
in diversen Enddarmkrebszelllinien (LS174T, HT29 und HT29-5F7) und der 
Brustkrebszelllinie HBL-100 beschrieben (Song et al., 2005; Zhao et al., 2010). 
Diese Interaktion unterstützt die Tumorzellaggregation und fördert die 
Metastasierung. 
Eine Bindung von Galectin-3 an Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) wurde bereits 
in Mausenterozyten beschrieben (Delacour et al., 2008). Hier spielt Galectin-3 
eine essentielle Rolle bei der korrekten Sortierung der DPP IV zur apikalen 
Zellmembran. Somit wäre es auch interessant herauszufinden, wie die 
Sortierung dieses Proteins in Nierenzellen und Nierenzellkarzinomzellen 
funktioniert und ob es einen Einfluss auf die Tumorprogression haben könnte. 
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Zwei weitere interessante Bindungspartner sind das Galectin-3-Bindungsprotein 
(Mac-2-binding protein (MAC-2BP)) und der Makrophagen-Migrations-
Inhibitions-Faktor (MIF). 
MAC-2BP besteht aus 90 kDa großen Untereinheiten und wird deshalb auch 
als 90K bezeichnet. Durch seine zahlreichen Glykosylierungen ist es ein 
potentieller Ligand für Galectin-3 und -1(Koths et al., 1993; Ullrich et al., 1994). 
MAC-2BP wird in Epithelzellen vieler verschiedener Gewebe exprimiert und 
findet sich auch in Serum, Muttermilch und Urin (Iacobelli et al., 1986; Koths et 
al., 1993). Serum von Patienten mit unterschiedlichsten Krebsarten und 
Patienten mit HIV-Infektion zeigen einen erhöhten MAC-2BP-Gehalt im Serum 
(Natoli et al., 1993; Ullrich et al., 1994). Im Nierengewebe ist es schwach 
exprimiert und wird in Nierenzellkarzinomen hochreguliert (Becker et al., 2008). 
Eine erhöhte Expression korreliert mit einer kürzeren Überlebensrate, dem 
Auftreten von Metastasen und einer verringerten Wirkung der Chemotherapie 
(Grassadonia et al., 2004). Vermutlich trägt die Bindung von Galectin-3 an 
MAC-2BP entscheidend zur Metastasierung bei. Durch die Bindung kommt es 
zur Kreuzvernetzung von Tumorzellen. Dies sichert den Tumorzellen das 
Überleben im Blut und erleichtert die Bildung neuer Tumorkolonien (Inohara et 
al., 1996). Die Interaktion von Galectin-3 und MAC-2BP könnte somit auch eine 
entscheidende Rolle bei der Progression und Metastasierung von klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen spielen. Folglich wäre es interessant die Interaktion 
mittels ESI-MS/MS in Patientenproben nachzuweisen. Zur Unterstützung 
könnten noch immunhistochemische Untersuchungen erfolgen. Zusätzlich 
wären Untersuchungen zur Expression dieses Proteins in gesundem 
Nierengewebe und Tumorgewebe unter Berücksichtigung der 
Patientenparameter hilfreich. 
MIF ist ein 12,5 kDa kleines Zytokin mit proinflammatorischen und anti-
apoptotischen Eigenschaften. Neben seiner zentralen Rolle in 
immunologischen und inflammatorischen Antworten, stellt es eine essentielle 
Komponente in vielen Aspekten der Tumorprogression dar (Mitchell und 
Bucala, 2000). Eine Möglichkeit der Regulierung der MIF-Aktivität ist die 
Bindung zu anderen Proteinen. Beispielsweise im Urin von Patienten mit 
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Infektionen des Urogenitaltrakt konnte MIF im Komplex mit Uromodulin, 
Ceruloplasmin oder Albumin gefunden werden (Meyer-Siegler et al., 2006). 
Somit könnte auch eine Interaktion mit Galectin-3 zur Aktivierung führen. Jung 
und Kollegen entdeckten eine physikalische Interaktion von MIF mit p53. Dabei 
hemmt MIF die p53-induzierten Apoptose und ist somit an der 
Tumorprogression beteiligt (Jung et al., 2008). In Enddarmkrebs konnte bereits 
eine Korrelation der Expression von MIF und Galectin-3 gezeigt werden. Beide 
Proteinlevel sind im Tumorgewebe erhöht im Vergleich zum gesunden Gewebe 
(Legendre et al., 2003). 
 
 
5.2 Endozytose und Recycling von Galectin-3 an der 
apikalen Membran von Epithelzellen 
Die Funktion von Galectin-3 als apikaler Sortierrezeptor für raft unabhängige 
Proteine ist weitreichend bekannt (Delacour et al., 2006; Delacour et al., 2009). 
Dieser apikale Sortierprozess beruht auf der Fähigkeit des Lectins mit seinen 
Liganden hochmolekulare Komplexe zu bilden (Delacour et al., 2007). Hat 
Galectin-3 den Extrazellulärraum erreicht, kann es dort mit ECM-Proteinen 
interagieren oder erneut in die Zelle aufgenommen werden. Unmittelbar nach 
der Aufnahme befindet sich Galectin-3 in Rab11 positiven endosomalen 
Kompartimenten (Schneider et al., 2010). In diesem Teil der Arbeit sollten die 
folgenden Hypothese näher beleuchtet werden: Wird endozytiertes Galectin-3 
erneut zur apikalen Membran transportiert und findet ein Kreislauf der 
Aufnahme und Abgabe des Lectins statt? Was ist der Mechanismus, den 
Galectin-3 für die Endozytose anwendet? 
 
5.2.1 Apikales Recycling von Galectin-3 
Bei der Untersuchung des möglichen Recyclings von Galectin-3 stellte sich 
heraus, dass in MDCK-Zellen exogen zugegebenes Galectin-3 nach der 
Endozytose erneut an die apikale Zellmembran transportiert und dort sekretiert 
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wird (Abb. 4.16). Sowohl die Fluoreszenzintensitätsmessungen als auch die 
Western-Blots zeigen, dass die Menge an rekombinantem Galectin-3 im 
Zellüberstand schon 30 min nach Start der Sekretion erheblich ansteigt (Abb. 
4.16 A, B). Dagegen sinkt der Anteil im Zelllysat (Abb. 4.16 B, C). Die Menge an 
endogenen Galectin-3 im Zellüberstand steigt ebenfalls (Abb. 4.16 B), was sich 
dadurch erklären lässt, dass alles an der Oberfläche befindliche Galectin-3 vor 
Sekretionsstart entfernt wurde. Der intrazelluläre Anteil von endogenem 
Galectin-3 bleibt aufgrund der fortdauernden Proteinsynthese gleich. Der 
intrazelluläre Anteil des rekombinanten Lectins sinkt, da nur eine bestimmte 
Menge Galectin-3 auf die Zellen gegeben wurde und dieser Anteil jetzt in einer 
Art Kreislauf die Zelle kurz durchläuft. Alternativ ist auch ein Abbau eines Teils 
des rekombinanten Proteins in Lysosomen möglich. Die Hypothese des 
Recyclings von Galectin-3 konnte mit diesem Versuch bestätigt werden. Ein 
ähnliches Recyclingverhalten in MDCK-Zellen ist bereits für Galectin-9 bekannt 
(Mishra et al., 2010). Und in Endothelzellen konnte bereits ein Transport von 
extern aufgenommenem Galectin-3 zur apikalen Membran beobachtet werden 
(Gao et al., 2012). Ob Galectin-3 nach erfolgter Sekretion nochmals in die Zelle 
aufgenommen wird und der Zyklus sich erneut wiederholt, könnte in einem 
weiteren Experiment mit einem längeren Zeitverlauf untersucht werden. 
 
5.2.2 Endozytose von Galectin-3 
Die Aufnahme von Galectin-3 in die Zelle kann auf unterschiedlichem Weg 
erfolgen. Neben der Clathrin-abhängigen Endozytose existieren noch die 
Caveolin- bzw. Flotillin- abhängige Endozytose. Letztere sind mit lipid rafts 
assoziiert. Erste Ergebnisse lieferten Hinweise auf einen lipid raft-abhängigen 
Internalisierungsmechanismus von Galectin-3 in MDCK-Zellen. TIRFM-
Analysen konnten eine Kolokalisation von Galectin-3 mit Caveolin-1 und 
Flotillin-1 zeigen (Greb, 2011; Straube et al., 2013). Zusätzlich führte die 
Verwendung des lipid raft Inhibitors Filipin zu einer verringerten Aufnahme von 
Galectin-3 in MDCK-Zellen. Die Assoziation von Galectin-3 mit Flotillin-1 
positiven Strukturen konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der GSD-
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Mikroskopie verifiziert werden (Abb. 4.17 A). Etwa 10 min nach Start der 
Internalisierung konnte das Lectin in Flotillin-1 positiven Vesikeln detektiert 
werden. Derzeit werden zusätzlich 3D-GSDIM Aufnahmen von dieser Flotillin-
abhängigen Endozytose von Galectin-3 angefertigt. Diese ermöglichen eine 
noch genauere Darstellung des Internalisierungsprozesses und können 
weiteren Aufschluss über die exakte Lokalisation beider Proteine geben. Durch 
die Verwendung eines weiteren lipid raft Inhibitors, Methyl-β-cyclodextrin, 
konnte eine signifikante Abnahme der Galectin-3-Aufnahme beobachtet werden 
(Abb. 4.17 B). Dies bestätigt ebenso den lipid raft abhängigen Endozytoseweg 
des Lectins. 
Interessanterweise scheint Galectin-3 beim apikalen Proteintransport nicht mit 
lipid rafts assoziiert zu sein, während es bei der Endozytose den lipid raft 
abhängigen Weg bevorzugt. Die in dieser Arbeit vorliegenden DRM-Floating-
Analysen offenbaren eine Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts während der 
Endozytose (Abb. 4.18) und zeigen einen Wechsel von Galectin-3 zwischen 
einem raft assoziierten und einem nicht raft assoziierten Zustand (Abb. 4.18 A, 
B). Dieser Wechsel ist zudem abhängig von den Zuckerbindungseigenschaften 
des Lectins, denn die Gal-3-Mutante R186S zeigte keine DRM-Assoziation in 
den gleichen Untersuchungen (Abb. 4.18 A, B). Bereits in vorherigen Studien 
konnte gezeigt werden, dass die Zuckerbindung der Galectine für deren 
Internalisierung von essentieller Bedeutung ist. So zeigten Untersuchungen in 
MDCK-Zellen, dass die Endozytose von Galectin-3 durch Lactose inhibiert 
werden kann (Schneider et al., 2010). Ebenso verursacht der 
Glykosylierungsinhibitor GalNacα-O-bn eine verminderte Aufnahme von 
Galectin-4 (Stechly et al., 2009). In Makrophagen und Endothelzellen kann sich 
die Endozytose von Galectin-3 allerdings in einem zuckerabhängigen und -
unabhängigen Weg vollziehen (Gao et al., 2012; Lepur et al., 2012a). Eine 
Bindung von Galectin-3 an Glykoproteine führt im sekretorischen Weg zu einer 
Komplexbildung, die essentiell ist für die Einsortierung apikaler Proteine in den 
korrekten Transportweg (Delacour et al., 2007). Diese Kreuzvernetzungen 
könnten somit auch eine essentielle Rolle bei der Caveolin-abhängigen 
Endozytose spielen. Beispielsweise wird durch die Kreuzvernetzung der GPI 
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verankerten Plazenta-Alkalischen-Phosphatase (PLAP), dem Influenza 
Hämagglutinin und gp114 auf der apikalen Oberfläche von MDCK-Zellen die 
Ausbildung von Caveolae induziert (Verkade et al., 2000). 
Die Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts an der Zellmembran konnte bereits 
in einigen Zellen beobachtet werden. Beispielsweise wird in 
Brustkarzinomzellen die Stabilisation der Adhäsionsplaques durch Galectin-3 
und Caveolin-1 reguliert (Goetz et al., 2008). Weitere Untersuchungen in 
Brustkrebszellen zeigen eine Interaktion von Galectin-3 mit N-Cadherin und 
dem lipid raft Marker GM1 in Zell-Zell Verbindungen (Boscher et al., 2012). 
Galectin-3 ist auch in Membranmikrodomänen in Lamellopodien von aktiven 
dendritischen Zellen lokalisiert und reguliert deren Migration (Hsu et al., 2009). 
Zudem findet sich Caveolin-1 in Rab11 positiven Recycling-Endosomen in 
denen auch Galectin-3 nach der Endozytose anzutreffen ist (Lapierre et al., 
2012). 
Die alternierende Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts könnte auch anhand 
von wechselnden Interaktionen mit Glykoproteinen erklärt werden. Diese 
Interaktionen lassen sich möglicherweise durch die unterschiedlichen pH-Werte 
in den endosomalen Kompartimenten und der Zellmembran erklären. Eine 
Neutralisation der Endosomen durch Chloroquin (Abb. 4.19) zeigte einen 
Einfluss auf die Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts (Abb. 4.20). Wechselt 
wie in den Kontrollzellen hingegen der pH von neutral zu leicht sauer, findet 
auch ein Wechsel zwischen DRM-assoziierten und DRM-unabhängigen Status 
statt (Abb. 4.20). Sobald die Endosomen neutralisiert sind, erfolgt eine 
permanente Assoziation von Galectin-3 mit lipid rafts. Der pH- Wert wirkt 
demnach am Wechsel zwischen raft-Assoziation und nicht raft-Assoziation von 
Galectin-3 in der Endozytose entscheidend mit. 
Weitere Experimente konnten zeigen, dass eine Veränderung des 
extrazellulären pH einen Einfluss auf die Endozytoseeffizienz von 
rekombinantem Galectin-3 hat (Abb. 4.21). Bei einem extrazellulären pH von 
7,4 ist die Endozytose am effizientesten. Sobald der pH sinkt, erfolgt eine 
verminderte Aufnahme von Galectin-3 in die Zelle (Abb. 4.21 A, B). Die 
gleichbleibende Menge an endogenem Galectin-3 ist aufgrund des steady state 
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Zustandes zu erklären. Gleichzeitige Experimente über die Bindungseffizienz 
von Galectin-3 an die Zelloberfläche von MDCK-Zellen bei neutralem und leicht 
saurem pH, konnten eine reduzierte Bindung bei saurem pH bestätigen 
(Straube et al., 2013). Eine Ansäuerung des extrazellulären Milieus, wie es z.B. 
in der Niere der Fall ist, zeigte bereits eine verminderte Bindung und Aufnahme 
des Lectins in Epithelzellen von Nierentubuli (Kovacikova et al., 2006). Die lipid 
raft abhängige Endozytose ist allerdings nicht per se vom extrazelluären pH 
Wert beeinflussbar. Für diesen Test wurde die Choleratoxin Untereinheit B 
ausgewählt, da dieses Protein in einem lipid raft abhängigen Mechanismus 
endozytiert wird (Fujinaga et al., 2003; Wolf et al., 2002; Wolf et al., 1998). 
FACS Daten zeigen, dass die Aufnahme von Choleratoxin Untereinheit B vom 
sauren pH unbeeinflusst bleibt, während der Einfluss des pH auf die 
Endozytose von Galectin-3 nochmals bestätigt wird (Abb. 4.22 B). Aufgrund 
dieser Daten lässt sich sagen, dass die apikale Aufnahme von Galectin-3 in 
polare Epithelzellen pH abhängig ist. Die Aufnahme erfolgt vermutlich durch 
eine zuckerabhängige Assoziation von Galectin-3 mit DRMs über eine lipid raft 
abhängige Endozytose. 
Allerdings wirft die Komplexbildung von Galectin-3 bei der Endozytose noch 
weitere Fragen auf. Die Endozytose der Gal-3-∆N-Mutante zeigte im Vergleich 
zum Wildtyp von Galectin-3 ebenfalls eine verminderte Aufnahme in die Zelle 
(Abb. 4.22 B). Aufgrund der fehlenden Fähigkeit zur Komplexbildung kommt es 
vermutlich bei einer Bindung von Gal-3-∆N an Glykoproteine an der 
Zelloberfläche zu keiner Kreuzvernetzung und eine Bildung von lipid raft 
clustern bleibt aus. Andererseits ist eine Multimerisierung über die C-terminale 
Domäne möglich und die Kreuzvernetzung könnte stattfinden. Eine Assoziation 
dieser Mutante mit lipid rafts müsste somit noch geklärt werden sowie die Frage 
nach alternativen Endozytosewegen und deren pH-Abhängigkeit. Weiterhin 
stellt sich auch die Frage, ob denn alle Galectine an der Komplexbildung 
beteiligt sein müssen, wenn sie endozytiert werden. Interessant wäre auch die 
Identifikation der Bindungspartner auf der Zelloberfläche. Diese Fragen 
müssten in zukünftigen Untersuchungen geklärt werden, um den genauen 
Mechanismus der Endozytose von Galectin-3 zu verstehen. 
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5.2.3 Abhängigkeit der p75NTR Sortierung von Galectin-3 
Galectin-3 fungiert in MDCK-Zellen als apikaler Sortierrezeptor für p75NTR. Eine 
Deletion des Lectins führt zur Fehlsortierung des Neurotrophinrezeptors 
(Delacour et al., 2006). Eine externe Zugabe von rekombinantem Galectin-3 
stellt die vermehrte Sortierung von p75NTR zur apikalen Zellmembran wieder her 
(Abb. 4. 23). Ein knock down von endogenem Galectin-3 konnte mit zwei 
spezifischen siRNAs gegen das Lectin erfolgreich durchgeführt werden (Abb. 
4.23 C). Unter diesen Umständen konnte eine eindeutige Fehlsortierung von 
p75NTR zur basolateralen Membran durch KLSM und Oberflächenbiotinylierung 
beobachtet werden (Abb. 4.23 A, B, D). Die Zugabe von rekombinantem 
Galectin-3 führte zur Wiederherstellung der ursprünglichen Transport-Polarität 
von p75NTR bzw. es konnte sogar eine leicht verstärkte apikale Sortierung im 
Vergleich zu den Kontrollzellen festgestellt werden (Abb. 4.23 A, B, D). Die 
Vermutung, dass Galectin-3 die p75-Sortierung in unbehandelten MDCK-Zellen 
per se steigern kann, konnte nicht bewiesen werden (Abb. 4.23 E). Diese 
Beobachtungen zeigen eine bereits existierende optimale Sortierung von 
p75NTR. Ähnliche Sortiereffekte wurden bei Hämagglutinin (HA) in Galectin-9-
defizienten MDCK-Zellen beobachtet. Durch Zugabe von rekombinantem 
Galectin-9 konnte auch hier die Sortierung wieder hergestellt werden (Mishra et 
al., 2010). Ein knock down von Galectin-4 in Enterozyten führte zu einer 
Verzögerung des Transportes von DPPIV und konnte ebenfalls durch Zugabe 
rekombinanten Lectins rückgängig gemacht werden (Stechly et al., 2009). 
Diese Versuche und das Ergebnis der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass 
Galectine für den apikalen Transport bestimmter Cargoproteine eine essentielle 
Rolle spielen. In HAT-29 Zellen interagiert Galectin-4 mit Sulfatiden und 
induziert die Bildung von lipid raft Transportplattformen zur apikalen Membran 
(Delacour et al., 2005). Weiterhin zeigte sich, dass die Assoziation von 
Galectin-9 mit dem Forssman Glykosphingolipid den erfolgreichen Transport 
von Cargoproteinen zur apikalen Membran bewirkt (Mishra et al., 2010). Diese 
Galectin-9 Sortierplattformen sind ebenfalls entscheidend am Transport des raft 
unabhängigen Sialomucins Endolyn in renalen Epithelzellen beteiligt (Mo et al., 
2012). Galectin-3 konnte bereits als apikaler Sortierrezeptor für p75NTR 
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identifiziert werden (Delacour et al., 2007). Dabei kommt es zur Komplexbildung 
mit dem Neurotrophinrezeptor in einem post-Golgi Kompartiment. In diesem 
Zusammenhang konnte durch weitere Analysen in unserem Labor festgestellt 
werden, dass extern aufgenommenes rekombinantes Galectin-3 mit 
neusynthetisierten Cargoproteinen in einem vermutlich endosomalen 
Kompartiment zusammentreffen (Straube et al., 2013). Eine Interaktion von 
aufgenommenem rekombinanten Galectin-3 und p75NTR konnte mittels Co-IP 
Studien dargestellt werden. Zusätzlich wurde mit Hilfe der SNAP-Tag Methode 
und anschließender KLSM die Assoziation von neu synthetisiertem p75NTR mit 
Galectin-3 in intrazellulären Kompartimenten von MDCK-Zellen beobachtet 
(Straube et al., 2013). Die genaue Identität der endosomalen Kompartimente 
wird zurzeit in unserem Labor verifiziert. Galectin-3, -4 und -9 sind bereits auf 
dem Weg zur apikalen Membran in Rab11 positiven endosomalen 
Kompartimenten detektiert worden (Cramm-Behrens et al., 2008; Mishra et al., 
2010; Schneider et al., 2010; Simons und Wandinger-Ness, 1990). Somit 
stellen sie auch für diese Frage mögliche Kandidaten dar. 
 
5.2.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Sortierung von p75NTR und die 
Sekretion von gp80 
Auf dem Weg zur apikalen Zellmembran passieren Galectin-3 und seine 
Glykoliganden endosomale Kompartimente, die sich in ihrem pH voneinander 
und von dem neutralen pH des Extrazellulärraumes unterscheiden. Der 
mögliche Einfluss des endosomalen pH-Wertes auf die Sortierung von 
Cargoproteinen wurde bereits einige Male adressiert (Henkel et al., 2000; 
Matlin, 1986; Pilarsky und Koch-Brandt, 1992) und in der vorliegenden Arbeit in 
Bezug auf p75NTR und gp80 untersucht. Durch Verwendung von NH4Cl wird der 
pH in endosomalen Kompartimenten von MDCK Zellen in den basischen 
Bereich verschoben (Maxfield, 1982). Dies konnte durch die Verwendung des 
pH-sensitiven Farbstoffes pHrodo kontrolliert werden (Abb. 4.24). Die Zugabe 
von Lactose dient der Inhibition der Zuckerbindung des Sortierrezeptors 
Galectin-3. Die alleinige Anwesenheit von NH4Cl zeigte keinen signifikanten 
Unterschied in der apikalen/basolateralen Verteilung von p75NTR (Abb. 4.27 A, 
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C). Erst durch zusätzliche Anwesenheit von Lactose verschiebt sich die 
Polarität, der Neurotrophinrezeptors ist nun stärker an der basolateralen 
Zellmembran lokalisiert (Abb. 4.27 B, C). Die membranständige Menge des 
basolateralen Markerproteins CD29 wird durch Zugabe von NH4Cl und/oder 
Lactose nicht merklich beeinflusst (Abb. 4.27 A, B, D). 
Veränderungen des endosomalen pH können dazu führen, dass 
Cargoproteinen in einen alternativen Transportweg sortiert werden. Dabei bleibt 
die Bindung der Liganden an z.B. Sortierrezeptoren nicht unbeeinflusst. 
Beispielsweise wird die endosomale Sortierung vom Kationen-unabhängigen 
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6P) durch die endosomale Neutralisation 
beeinflusst (Waguri et al., 2006). Dies ist auf ein gestörtes Bindungs- und 
Dissoziationsverhalten der M6P-Liganden in den Endosomen zurückzuführen. 
In verschiedenen Krebszelllinien wie MCF-7 und Caco herrscht eine gestörte 
Ansäuerung der Endosomen, die zu einer anomalen Sortierung des M6P-
Liganden Cathepsin-D führt (Kokkonen et al., 2004). Im Hinblick auf die 
Galectin-3-abhängige Sortierung von p75NTR, ist eine genaue Sortierung des 
Neurotrophinrezeptors vermutlich von verschiedenen Faktoren, wie dem 
endosomalen pH und der Ligandenbindung abhängig. Somit ist es wichtig alle 
Komponenten des Galectin-3-Glykoprotein Netzwerkes zu identifizieren und 
herauszufinden was für einen Einfluss der pH-Wechsel zwischen 
Plasmamembran und Endosomen darauf hat. 
Bei der Sekretion von gp80 konnte wiederum ein Einfluss auf die Sekretion 
nach Behandlung mit NH4Cl beobachtet werden (Abb. 4.25 A). Die apikale 
Sekretion dieses Glykoproteins wird durch 20 mM NH4Cl gesteigert. Jedoch 
findet keine weitere Steigerung der apikalen Sekretion in Abhängigkeit von der 
NH4Cl-Konzentration statt. Erst die Zugabe von Lactose führt zu einer weiteren 
Erhöhung der apikalen Sekretion (Abb. 4.25 B). Die basolaterale Menge an 
gp80 ist dagegen reduziert. Dies könnte dadurch zu erklären sein, dass der 
entsprechende Anteil von gp80 apikal sortiert wird oder es findet eine 
intrazelluläre Akkumulation statt. Anhand von fluoreszenzmikroskopischen 
Untersuchungen könnte diese Frage geklärt werden. Die insgesamt von der 
Zelle sekretierte Menge an gp80 wird durch die Änderung des pH-Wertes nur 
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geringfügig beeinflusst (Abb. 4.26 A). Erst bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Lactose sinkt die Menge an sekretiertem gp80 (Abb. 4.26 B). Hier stellt sich 
wieder die Frage nach einer intrazellulären Akkumulation verursacht durch 
einen gestörten Transport. Durch Verschiebung des endosomalen pH in den 
basischen Bereich und Anwesenheit von Lactose reduziert sich die relative 
Menge an sekretiertem gp80. Gleichzeitig erfolgt neben dieser Reduktion eine 
Verschiebung des apikal sortierten Anteils von gp80. Die Sortierung von gp80 
unterliegt vermutlich einem feinen Zusammenspiel von pH-Wert und Lactose 
bzw. Sortierrezeptoren, die durch Lactose beeinflussbar sind. Dies müsste in 
weiteren Versuchen geklärt werden. 
Untersuchungen von Parczyk und Kollegen konnten bereits zeigen, dass NH4Cl 
einen Dosis-abhängigen Einfluss auf die Sortierung von gp80 in MDCK-Zellen 
hat (Parczyk und Kondor-Koch, 1989). Dabei steigt das Verhältnis von apikaler 
zu basolateraler Sekretion des Glykoproteins um das zweifache an. Zusätzlich 
konnten sie noch eine minimale Verzögerung beim Transport des Proteins zur 
Zellmembran beobachten. Dies könnte die Reduktion der relativen gp80-Menge 
in der vorliegenden Arbeit erklären. Ein zukünftiges Experiment bei dem 
sekretiertes gp80 über einen bestimmten Zeitraum gesammelt wird, könnte 
Aufschluss darüber geben. 
Ein weiterer interessanter Aspekt, der sich in Untersuchung der gp80-Sekretion 
gezeigt hat, ist der Effekt, der durch Lactose ausgelöst wurde. Der Einfluss von 
Lactose auf die Sortierung von p75NTR ließe sich durch ein Lectin als 
Sortierrezeptor, wie z.B. Galectin-3 erklären. Bisher wurden zwei Rezeptoren 
mit der Sekretion von gp80 in Verbindung gebracht, das Membranprotein MAL 
und eine Überexpression des Lectins VIP36 (Hara-Kuge et al., 2002; Martin-
Belmonte et al., 2001) führten zur Steigerung der gp80 Sekretion. Ob Galectin-
3 im Fall von gp80 ebenfalls als Sortierrezeptor fungiert, bleibt noch zu klären. 
Eine Interaktion von Galectin-3 mit gp80 kann aufgrund der Glykosylierung 
möglich sein. Mit Hilfe von Co-IP Studien könnte diese Frage geklärt werden. 
Eine pH-abhängige Sortierung von gp80 lässt sich ebenso wie für p75NTR 
bestätigen. Allerdings bleibt noch offen, was die pH-Änderung im Sortierprozess 
beider Proteine beeinflusst. Neben der Transportroute kann auch die 
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Vesikelformation oder die Fusion der Vesikel mit der Zielmembran 
beeinträchtigt sein (Connor et al., 1984; White et al., 1983). Diese Aspekte 
stellen ebenso interessante Fragestellungen für zukünftige Experimente auf. 
 
5.3 Einfluss des pH Wertes auf die Galectin-3 
Ligandenbindung und Komplexformation 
Galectin-3 ist in der Lage über seine CRD Glykoproteine zu binden und diese 
anschließend durch seine N-Terminale Domäne zu hochmolekularen clustern 
zu verbinden. Diese Kreuzvernetzung nimmt z.B. Einfluss auf die intrazelluläre 
Signalweitergabe durch Bindung an das Extrazellulärprotein Hensin (Hikita et 
al., 2000) oder in der Stabilisation von fokalen Adhäsionsplaques durch 
Rekrutierung von Glykoproteinen (Goetz et al., 2008). Aber auch intrazellulär 
spielt die Bindung und Kreuzvernetzung der Liganden eine essentielle Rolle im 
apikalen Proteintransport (Delacour et al., 2007). Die verschiedenen Orte, an 
denen Ligandenbindung und -kreuzvernetzung stattfinden können, zeichnen 
sich durch unterschiedlichen pH-Werte aus. Dieser Abschnitt sollte erste 
Aufschlüsse über den Einfluss des pH auf die Bindung und Komplexformation 
von Galectin-3 mit seinen Glykoliganden geben. 
 
5.3.1 Einfluss des pH-Wert auf die Ligandenbindung 
Zur Untersuchung der Bindungsaffinität wurden verschiedene Liganden 
ausgewählt, Lactosylsepharose-Beads, die auch bei der Produktion von 
rekombinantem Galectin-3 verwendet werden und zwei weitere Liganden, 
2`Fucosyllactose (FucLac) und das Blutgruppenglykan A-Tetra (A-Tetra). Da es 
sich bei der Untersuchung mit Lactose um erste Versuche zur Bindung von 
Galectin-3 an seine Liganden handelte, wurden diese mittels einer 
Lactosylsepharosebeads-Säule mit anschließendem Western-Blot oder 
Proteinkonzentrationsmessung bei 280 nm durchgeführt. Die Daten zur 
Bindung an FucLac und A-Tetra wurden erst später mittels 
Fluoreszenzpolarisation ermittelt. Die Bindung von rekombinantem Galectin-3 
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und einer Galectin-3 Mutante (TrxGal-3C), die ihre Eigenschaft zur 
Komplexbildung verloren hat, zeigte bei einem pH von 7,4; 6,5 und 5,9 sowohl 
im Western-Blot als auch bei der Proteinkonzentrationsbestimmung bei 280nm 
keine Veränderung (Abb. 4.28). Die Bindung an Lactose ist somit nicht vom pH-
Wert beeinflussbar, was auch vorherige Studien bereits zeigen konnten 
(Salomonsson et al., 2010; Sparrow et al., 1987). Zusätzliche 
Fluoreszenzpolarisationsstudien von Galectin-3 mit A-Tetra und Lactose 
zeigen, dass Lactose auch bei pH 5 noch in der Lage ist die Bindung von A-
Tetra an Galectin-3 zu blockieren (von Mach, unveröffentlichte Daten). 
Demgegenüber zeigen die Fluoreszenzpolarisationsstudien mit FucLac und A-
Tetra, dass die Bindung von Galectin-3 pH-abhängig verläuft (Abb. 4.29). Mit 
zunehmender Galectin-3-Konzetration steigt die Anisotropie, was die vermehrte 
Bildung von Protein-Protein-Interaktionen anzeigt. Die Bindungskurven 
verschieben sich auf der x-Achse ab einem pH < 6 nach rechts und die 
Dissoziationskonstante (Kd) erhöht sich, was eine verminderte Bindungsaffinität 
bedeutet. 
Die Bindung zu einem Liganden kann durch eine pH-vermittelte Veränderung 
der Aminosäuren in der Galectin-3-Bindungstasche erfolgen. Da Histidine sehr 
pH-sensitiv sind und bisherige Studien einen Einfluss auf die Ligandenbindung 
feststellen konnten (Doster et al., 1982; Wendland et al., 1991), könnte His-158 
in der Bindungstasche von Galectin-3 dafür verantwortlich sein. 
Je nach Ligand ist die Abhängigkeit der Bindungsaffinität vom pH-Wert 
unterschiedlich. Sie spielt anscheinend eine große Rolle bei der Regulation des 
Proteintransports. Der wechselnde pH während des Transports ist z.B. für die 
Konformationsänderung zahlreicher Rezeptoren zuständig, was zur Freilassung 
ihrer Liganden führt (Huotari und Helenius, 2011). Ein ähnliches Phänomen des 
pH-abhängigen Proteintransports von Glykoproteinen wurde auch für Galectin-
1- beschrieben (Carlsson et al., 2011). 
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5.3.2 Einfluss des pH-Wert auf die Komplexbildung 
ASF ist ein multivalentes Glykoprotein mit neun Bindungsstellen für Galectin-3 
(Gupta und Brewer, 1994). Galectin-3 hat eine hohe Affinität zu multivalenten 
Glykoproteinen (Dam et al., 2005) und induziert bei dessen Bindung eine 
Kreuzvernetzung (Ahmad et al., 2004). Diese Funktion der Komplexformation 
ist an vielen zellulären Prozessen beteiligt wie z.B. Beteiligung an der 
Signaltransduktion durch Kreuzvernetzung von Oberflächenrezeptoren auf der 
Zelle sowie an Proteintransport, Apoptose und Zellwachstum (Lau et al., 2007; 
Pace et al., 1999). Eine Komplexformation von ASF mit Galectinen induziert 
auch die Aggregation von Tumorzellen (Inohara und Raz, 1995). In 
Anwesenheit von ASF kommt es innerhalb von Sekunden zur Komplexbildung 
mit Galectin-3, was in einer Trübung der Lösung zu erkennen ist (Abb. 4.30 A). 
Diese Trübung wurde in Abhängigkeit vom pH mittels einer 
Absorptionsmessung bei 475 nm gemessen, um Aufschluss über die 
Komplexformation zu erhalten. 475 nm ergaben sich durch die Messung eines 
Absorptionsspektrums von Galectin-3 gegen den reinen verwendeten Puffer. 
Die relative Turbidität bei 475 nm von Galectin-3 mit ASF zeigte bei einem pH 
von 6,5 ihr Maximum (Abb. 4.30 A). ASF und Galectin-3 alleine ergaben sehr 
geringe Messwerte, was eine Induktion der Komplexbildung durch ein Protein 
alleine ausschließt. Die Durchführung des gleichen Experimentes mit der 
Galectin-3-Mutante Trx-Gal-3-∆N zeigt, dass bei einem Verlust der N-
Terminalen Domäne, die für die Komplexbildung verantwortlich ist, keine 
Kreuzvernetzung mit ASF stattfinden kann (Abb. 4.30). Die bei pH 5 
gemessene Erhöhung der Turbidität könnte durch mögliche Proteindegradation 
verursacht worden sein. Das Maximum der Komplexbildung bei pH 6,5 lässt auf 
das Recycling Endosom als möglichen Ort der Komplexbildung schließen. Die 
weiteren Fluoreszenzpolarisationsstudien sollten weiteren Aufschluss über die 
Komplexbildung mit ASF geben. Bei diesem kompetitiven Versuchsansatz 
blockiert ASF als Inhibitor die Bindung von FucLac an Galectin-3 und die 
multivalente Kurve (Quadrate) verschiebt sich bei pH 7,5 nach rechts (Abb. 4.30 
B). Auffällig ist, dass die Steigung der gemessenen Kurve (Quadrate) flacher 
ist, als die der theoretischen Kurve (gepunktete Linie). Dies deutet darauf hin, 
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dass trotz steigender Galectin-3-Konzentration die Menge an Galectin-3 zur 
Ligandenbindung geringer ist als erwartet. Vermutlich ist die Selbstassoziation 
des Lectins über seine C-terminale Domäne dafür verantwortlich (Lepur et al., 
2012b). Mit zunehmend saurem pH gleichen sich die gemessenen Kurven mehr 
an die theoretischen Kurven an, was wiederum einen Rückgang der C-Typ 
vermittelten Selbstassoziation bedeutet. Zusammenfassend bedeutet dies, 
dass die Komplexformation von Galectin-3 mit ASF und die C-Typ-vermittelte 
Selbstassoziation des Lectins pH-abhängig sind. Diese Ergebnisse geben noch 
keine Erkenntnisse über den genauen Vorgang der Komplexbildung. Da die 
Ligandenbindung und Komplexformation für zahlreiche Prozesse von Galectin-
3, wie der Endozytose und dem Proteintransport essentiell sind, werden derzeit 
weitere Untersuchungen dazu durchgeführt (von Mach, unveröffentlicht). 
 
5.4 Modell zur Endozytose und Rezyklierung von Gal-3 
Aufgrund der in dieser Arbeit erhobenen Daten lässt sich ein Modell zur 
Endozytose und dem Rezyklierungsprozess von Galectin-3 in polaren 
Epithelzellen erstellen (Abb. 5.1). Im Extrazellularraum befindliches Galectin-3 
bindet abhängig vom pH-Wert an glykosylierte Liganden in lipid raft 
angereicherten Membrandomänen auf der apikalen Zelloberfläche. Um welche 
Liganden es sich dabei genau handelt und in wie weit die Komplexformation 
dabei eine Rolle spielt, ist Gegenstand aktueller Forschung. Galectin-3 gelangt 
mit seinem Liganden in einem lipid raft abhängigen Endozytoseweg in das 
frühe Endosom. Hier kommt es vermutlich aufgrund des sauren pH von ~ 6,3 
zur Trennung von Galectin-3 und seinen Glykoliganden. Anschließend gelangt 
Galectin-3 in das Recycling Endosom, wo es mit neu synthetisierten 
Cargoproteinen wie z.B. p75NTR zusammentrifft. In diesem post-Golgi 
Kompartiment erfolgt nun die Trennung in einen lipid raft abhängigen und einen 
lipid raft unabhängigen Transportweg zu apikalen Zellmembran. Dabei spielt die 
Kreuzvernetzung von Galectin-3 mit nicht raft assoziierten Cargoproteinen unter 
Einfluss des pH von ~6,5 eine entscheidende Rolle. Galectin-3 wird mit seinen 




S e i t e  | 190 
Liganden in einem lipid raft unabhängigen Transportprozess zur apikalen 
Membran transportiert und in den Extrazellulärraum entlassen. Von dort kann 
es erneut lipid raft abhängig in die Zelle aufgenommen werden und in einen 
neuen apikalen Sortierprozess einsteigen. 
 
Abb. 5.1 Modell der Endozytose und der Rezyklierung von Galectin-3 
TGN, Trans-Golgi-Netzwerk; z.o., zonula occludens 
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